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Vorwort. 

Die vorliegende Anleitung zur mikroskopischen Untersuchung 
pathologisch-anatomischer Präparate ist auf Anregung von Herrn Pro- 
fessor Ziegler entstanden. Sie ist in erster Linie dazu bestimmt, 
in erweiterter Form die „Technik der Histologischen Untersuchung 
Pathologisch-anatomischer Präparate" zu ersetzen, welche den ersten 
drei Auflagen des Lehrbuches der pathologischen Anatomie von Ernst 
Ziegler beigegeben war, welche dann aber für die vierte und für die 
fünfte Auflage nicht wieder neu bearbeitet wurde. Dieselbe ist daher 
der vorliegenden Bearbeitung an zahlreichen Stellen zu Grunde gelegt. 

Dem rein praktischen Zweck, dem das Buch dienen soll, ent- 
sprechend, sind die Namen von Autoren nur insoweit angeführt, als es 
zur kurzen Bezeichnung bestimmter Methoden wünschenswerth erschien. 

Freiburg, im October 1889. 

V. Kahlden. 



Vorwort zur zweiten Auflage. 

Die zweite Auflage der „Technik'' hat an zahlreichen Stellen 
Zusätze und Erweiterungen erfahren. Es gilt das namentlich von den 
Abschnitten über Darstellung der Zelleinschlüsse, über Färbung der 
Bakterien, der thierischen Parasiten und vor Allem des Centralnerven- 
S3'stems. Das Capitel über Entkalkung ist vollständig umgearbeitet. 

Freiburg, im December 1891. 

V. Kahlden. 
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immer mehr zunehmenden Wichtigkeit umgearbeitet und wesentlich 
erweitert worden. 

Freiburg, im Juli 1893. 

V. Kahlden. 



Vorwort zur vierten Auflage. 

Die vierte Auflage der „Technik" hat zahlreiche Zusätze und Er- 
weiterungen erfahren, besonders in den Capiteln über Härtung der 
Präparate, Untersuchung der Haut und der Knochen. Neu eingefügt 
ist, mehrfach geäusserten Wünschen entsprechend, ein kurzer Ab- 
schnitt über das Bakterienculturverfahren, und dementsprechend sind 
in dem Capitel über die Färbung der pathogenen Bakterien auch 
deren wichtigste Cultureigenschaften angegeben. Von den früheren 
Auflagen der „Technik" ist eine englische, italienische und russische 
Uebersetzung erschienen, eine französische in Vorbereitung. 

Freiburg, im Juli 1895. 

V. Kahlden. 
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Erstes Capitel. 

Mikroskope und Utensilien zur mikroskopischen 
Untersuchung. 

Für den gewöhnlichen Gebrauch gentigen ein oder zwei schwächere 
Objectivlinsen, und eine stärkere, die eine 300-fache Vergrösserung 
giebt. Ebenso reichen in der Regel zwei Oculare aus, ein schwächeres 
und ein stärkeres. Es ist im Allgemeinen Regel, das schwächere 
Ocular anzuwenden. Das Ocular giebt nämlich nur eine Vergrösserung 
von dem durch die Objectivlinse entworfenen Bilde, nicht von dem 
Präparat selbst. Etwaige Fehler, die also diesem Bilde anhaften, er- 
scheinen bei dem stärkeren Ocular um so aufiälliger. Ausserdem ist 
das Gesichtsfeld viel dunkler als bei dem schwachen Ocular. 

Eine Ausnahme von dieser Regel machen die sog. Apochromaten, 
welche eine weitere Vergrösserung der Bilder mittels sehr starker 
Oculare ermöglichen, ohne dass die Bilder an Stärke verlieren. 

Die meisten Mikroskope besitzen einen Hohl- und einen Planspiegel, 
welche das Licht auf das Präparat werfen. Man wendet in der Regel 
den Hohlspiegel an. Der Planspiegel eignet sich für die allerschwächsten 
Vergrösserungen. 

Für die Untersuchung von Bakterien ist eine sog. Oelimmersions- 
linse ') wünschenswerth. Bei dem Gebrauch derselben bringt man 
zwischen die Linse und die obere Fläche des Deckglases einen Tropfen 
von einem Oel, oder einem Gemisch verschiedener Oele, welches das- 
selbe Brechungsvermögen hat wie das Glas, und durch welches die 
Luft mit ihrem von dem des Glases abweichenden Brechungscoeffi- 
cienten ausgeschaltet wird. 

Zur Entfernung des Immersionsöles von der Linse bedient man 
sich eines feinen Leinwandläppchens, welches mit Benzin befeuchtet 
ist. Von dem Deckglas entfernt man das Immersionsöl ebenso, zweck- 
mässigerweise aber erst dann, wenn der Kanadabalsam fest geworden 
ist, und eine Verschiebung des Deckgläschens über dem Präparate 
nicht mehr möglich ist. 

Feinere Verunreinigungen durch Staub entfernt man von den 
Ocularen und von den Objektivlinsen mit einem dünnen Leinwand- 
läppchen oder einem zarten Haarpinsel. Bei gröberen und fester an- 



^) Die früher gebräuchlichen Wasserimmersionen sind durch die viel 
besseren Oelimmersionen , welche allein zur Untersuchung von Bakterien 
geeignet sind, vollständig verdrängt. 

von Kahl den, Technik der histologischen Untersuchung. 4. Aufl. 1 
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2 Mikroskop und Utensilien. 

haftenden Verunreinigungen wendet man ebenfalls wieder Benzin an, 
muss sich aber hüten, dass man nicht etwa den Kauadabalsam, mit dem 
die einzelnen Linsen des Objectives an einander befestigt sind, löst 

Durch Drehen des Oculars lässt sich leicht entscheiden, ob etwa 
vorhandene Verunreinigungen dem Ocular oder dem Objectiv anhaften. 

Bei Anwendung von Oelimmersionen bedarf man noch eines Con- 
densors, resp. eines ÄBBE'schen Beleuchtungsapparates, 
welcher durch eine Linse sämmtliche von dem Spiegel des Mikroskops 
ausgehenden Lichtstrahlen so sammelt, dass sie in einem Punkt ver- 
einigt werden. 

Wenn man auch nicht von vornherein sich ein Mikroskop mit 
Immersionslinse und AßBE'schem Beleuchtungsapparat anschafft, so 
thut man doch gut, bei der Wahl eines Stativs auf die Möglichkeit 
Rücksicht zu nehmen, dass sich später noch Immersion und Beleuch- 
tungsapparat anbringen lassen. Bei ImmersionsUnsen ist namentlich 
die grobe Einstellung des Tubus mit der Hand mit mancherlei Un- 
annehmlichkeiten verknüpft ; sie wird durch ein Triebrad, wie es sich 
an den grösseren Stativen findet, wesentlich erleichtert. 

Jedem, der sich ein Mikroskop anschaffen will, ist anzurathen, 
dass er sich bezüglich der Wahl der Firma, der Auswahl des Instru- 
ments und seiner Prüfung an ein pathologisches Institut wendet. Aus 
eigener Erfahrung kann ich die folgenden Firmen empfehlen: 
E. Hartnack, Potsdam, Waisenstrasse 34. 
E. Leitz, Wetzlar. 
W. u. H. Seibert, Wetzlar. 
C. Zeiss, Jena. 

Alle diese optischen Werkstätten stellen Kataloge auf Verlangen 
gratis zur Verfügung. 

Für die meisten Untersuchungen genügen die Objective III oder 
IV und VII von Hartnack, II und VII von Leitz, I, III und \^ von 
Seibert, aa oder A, AA und E von Zeiss. 

Unter den Immersionen sind die Immersionslinsen Vi 2 von Seibert 
oder von Zeiss respektive von den anderen Firmen am meisten zu 
empfehlen ^). 

Am besten bedient man sich zu mikroskopischen Untersuchungen 
des Tageslichts; grelles Sonnenlicht eignet sich gar nicht, auch das 
von blauem, unbewölktem Himmel stammende Licht ist seiner Farbe 
wegen nicht besonders zweckmässig. Am meisten empfiehlt es sich, 
das Licht von einer weissen, nicht zu stark von der Sonne beleuch- 
teten Wolke zu nehmen. 

An jedem Mikroskop befinden sich Vorrichtungen , um die Inten- 
sität des Lichtkegels, der A^om Spiegel auf das Präparat geworfen 
wird, dadurch beliebig abzuschwächen, dass die Oeffnung in dem Ob- 
jecttisch oder manchmal unter demselben verkleinert wird. Die ein- 
fachen Scheibenblendungen, die sich häufig noch an kleinen 
Mikroskopen befinden, sind weniger empfehlenswerth, weil sie nicht 



Wegen der apochromatischen Mikroskope, deren allgemeiner An- 
wendung für die praktische Untersuchungen ihr sehr hoher Preis entgegen- 
steht, sei auf die Kataloge verwiesen. 
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Mikroskop und Utensilien. 3 

bis dicht an das Präparat herangebracht werden können, und weil sie 
das diffuse seitliche Licht nicht abzuhalten vermögen. 

Durch den Mangel dieser Nachtheüe zeichnen sich die Cy linder - 
blendungen aus, die in einem Schlitten unter dem Objecttisch von 
der Seite her vorgeschoben werden können und, sobald sie in der Axe 
der Tischöffnung angelangt sind, nach oben bis dicht an das Präparat 
vorgerückt werden. Sehr empfehlenswerth sind die in Verbindung mit 
dem ÄBBE'schen Beleuchtungsapparat angewandten sog. Irisblenden, 
welche eine beliebige Abstufung der Lichtmenge durch einen einfachen 
Handgriff ermöglichen. 

Je mehr Licht man auf ein Präparat einwirken lässt, deste mehr 
verschwinden die Structurverhältnisse desselben, weil die feineren Con- 
touren in dem ad maximum durchsichtig gemachten Präparate un- 
sichtbar werden. Daraus folgt, dass man für ungefärbte Präparate eine 
engere Blendung anwenden muss, während für gefärbte eine weitere 
am Platze ist. 

Die stärkste Beleuchtung, die möglich ist: weite oder gar keine 
Blendung und dazu noch die Verstärkung des Lichts durch den Con- 
densor, wendet man bei der Untersuchung gefärbter Bakterienpräparate 
an. Man erreicht dadurch, dass in dem Präparate die gefärbten Bak- 
terien um so deutlicher hervortreten, weil das Structurbild, dui'ch 
welches sie bei gewöhnlicher Beleuchtung leicht verdeckt werden, ganz 
oder fast ganz ausgeschaltet ist. 

Ist man genöthigt, sich des künstlichen Lichts beim Mikroskopiren 
zu bedienen, so corrigirt man die mehr oder weniger gelbe Farbe des- 
selben dadurch, dass man zwischen die Lichtquelle und den Spiegel 
des Mikroskops entweder eine blaue Glastafel, oder auch eine sogen. 
Schusterkugel einschaltet, d. h. eine Glaskugel, die mit einer durch 
Ammoniakzusatz blau gefärbter Lösung von schwefelsaurem Kupferoxyd 
gefüllt ist. 

Ausserdem giebt es eine Eeihe von eigens construirten Mikro- 
skopirlampen. 

Bei der von Kochs-Wolz (Bonn) construirten Lampe wird das 
Petroleum- oder Gaslicht von einem Reflector an eine bestimmte Stelle 
des über die Lampe gestülpten schwarzen Schornsteins reflectirt und 
von hier aus vermittels eines gebogenen Glasstabes direct bis unter das 
Object — mit Ausschaltung des Spiegels — geleitet. Zu erwähnen sind 
ausserdem noch : 

Mikroskopirlampe von Hartnack in Potsdam für Gas und Pe- 
troleum. 

Miskroskopirlampe von Dr. Lassar, für Petroleum, zu beziehen 
durch F. W. Dannhäuser, Leipzig, Weststrasse 12. 

Von Nebenapparaten, die entweder die Handhabung des Miskroskops 
erleichtern, oder nur für gewisse Untersuchungen in Betracht kommen, 
sind zu nennen: 

1) Ein sog. Revolverapparat, d. h. eine drehbare Scheibe, an 
der 2—5 Objectivlinsen angeschraubt werden können. Dadurch wird 
die schnelle Untersuchung ein und derselben Stelle, die sich sonst oft 
bei dem Wechseln derObjective verschiebt, der Reihe nach mit verschie- 
denen Vergrösserungen sehr erleichtert. In neuerer Zeit kommen auch 
schlittenartige Apparate zum Wechseln der Linsen in Gebrauch. 

2) Ein Ocularmikrometer. Dasselbe stellt einen feinen, auf 
einer Glasplatte eingeritzten Maassstab dar, der sich in dem Ocular- 
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4 Mikroskop und Utensilien. 

cylinder befindet. In diesen wird er entweder von der Seite einge- 
schoben oder, nachdem man die gbere Linse des Ocularcylinders abge- 
schraubt hat, so eingesenkt, dass er auf einen in dem Cylinder befind- 
lichen ringförmigen Vorsprung zu liegen kommt. 

3) Ein Zeichenapparat, am besten die Camera von Abbe oder 
die von Seibert construirte. Durch dieselbe wird vermittels zweier 
Prismen ein Bild des mikroskopischen Präparats auf das in der Höhe 
des Objecttisches aufgelegte Zeichenpapier entworfen. Es wird dadurch 
die Herstellung der genauen Contouren des Präparats und seiner ein- 
zelnen Theile sehr erleichtert. 

Im Uebrigen bedarf man zum Zeichnen eines kleinen Zeichentisches, 
dessen Platte mit dem Objecttisch in einer HöKe liegt. 

Zum Zeichnen bedient man sich verschieden harter Bleistifte. Viele 
Zeichnungen lassen sich sehr gut mit der Feder und verschiedenfarbiger 
Tinte herstellen. 

Heizbarer Objecttisch, Polarisationsapparat und Spectroskop kommen 
für die gewöhnlichen Untersuchungen nicht in Betracht. 

Sehr empfehlenswerth für das Präpariren feinerer Objecte ist eine 
Lupe, die an einem Handgriff oder auch an einem Stativ befestigt ist. 



Sonstige Utensilien. 

Die Objectträger sollen von weissem Glas sein. Am bequemsten 
ist das sog. englische Format. Dieselben werden mit Schutzleisten von 
Pappdeckel versehen, welche man mit syrupdicker, spirituöser Schellack- 
lösung aufklebt, und deren vordere Fläche zur Bezeichnung des Prä- 
parats dient. 

Die Deckgläschen dürfen im Allgemeinen nicht dicker als 
0,16 mm sein. Man hält sich solche von verschiedener Grösse vor- 
räthig, je nach der Grösse der einzulegenden Schnitte. 

Objectträger und Deckgläschen Averden durch Einlegen in eine 
Schale mit Spiritus und nachheriges Abtrocknen mit einem feinen Lein- 
wandlappen gereinigt. 

Ausserdem bedarf man einer Anzahl von Uhr schalen in ver- 
schiedenen Grössen, in denen das Färben, AusAvaschen der Präparate etc. 
ausgeführt wird. Zum Aufbewahren von Schnittpräparaten, die nicht 
sofort eingelegt Averden, dienen Glasdosen, die mit einem Deckel 
verschlossen werden können. 

Schliesslich kommen noch Glasstäbe, Capillarröhren, 
Reagensgläser und Flaschen von verschiedener Grösse in Ge- 
brauch. 

Der Glasnadeln bedient man sich, wenn man mit Metall- 
lösungeu arbeitet. 

Wenn man viele Schnitte auf einmal zu färben hat, so kann man 
sich dazu der SxEiNACHER'schen Siebdosen (zu beziehen durch 
Siebert, Wien, Alsenstrasse) bedienen. 

Dieselben bestehen aus einer Glasdose, deren Boden siebförmig 
durchlöchert ist, und die in eine oder der Reihe nach in mehrere äussere 
Dosen eingesetzt wird, so dass die auf dem Sieb aufliegenden Schnitte 
mit den verschiedeneu Reagentien, welche man in die äusseren Dosen 
eingiesst, behandelt werden können. 
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UnterBuchung friacher Präparate. 5 

Bezugsquellen für Glaswaaren sind: 
S. König, Berlin, Dorotheenstrasse 35. 
F. und M. Lautenschläger, Berlin, Ziegelstrasse. 
Dr. Rohrbeck, Firma Z. F. Lume, Berlin. 
W. P. Stender, Leipzig. 

Von Metallinstrumenten kommen in Gebrauch :Präparirnadeln, 
Pincetten, Scheeren, Scalpells, Spatel etc. 

Die Präparirnadeln müssen immer vollständig blank und frei von 
jeder Rauhigkeit sein, weil sonst feine Schnitte leicht an denselben 
hängen bleiben. Man kann die Präparirnadeln, wenn sie rauh geworden 
sind, auf feinem Glaspapier abschleifen und nachher auf einem Leder 
noch glätten. Am zweckmässigsten sind diejenigen Präparirnadeln, 
bei welchen die Nadel an einem Stiele angeschraubt und dement- 
sprechend jedesmal, wenn sie schlecht geworden ist, durch eine neue 
ersetzt werden kann. 

Sehr brauchbar ist ferner zu allen Manipulationen, zum Auffangen 
und Uebertragen von Schnitten, zum Entfernen der Schnitte von der 
Schneide des Mikrotommessers etc. eine silberne, biegsame, 
oben stumpfe Nadel. 

Zum Uebertragen der Schnitte aus einer Flüssigkeit in die andere, 
namentlich von Wasser in Alkohol, sowie zum Ausbreiten derselben 
auf dem Objectträger dient dann ein Spatel. Am zweckmässigsten 
sind solche von dünnem Platinblech, die sich in allen beliebigen Grössen, 
auch so, dass sie für grössere Uebersichtsschnitte, z. B. des Central- 
nervensystems, ausreichen, herstellen lassen. 

Von den dickeren Messingspateln lassen sich die Schnitte nicht 
so gut abziehen und ausbreiten. Ausserdem werden dieselben durch 
verschiedene Reagentien angegriffen. 



Zweites Capitel. 
Untersuchung frischer Präparate. 

Bei der mikroskopischen frisclien Untersucliung von Ge- 
weben, die entweder der Leiche oder dem Lebenden entnommen sind, 
wird das nöthige Untersuchungsmaterial in der Regel durch Zer- 
zupfen gewonnen. Man excidirt mit der Pincette und einer kleinen 
über die Fläche gebogenen Scheere ein möglichst kleines Partikelchen 
und zerpupft dasselbe mittels zweier Präparirnadeln auf dem Object- 
träger in einem Tropfen Wasser oder 0,6-proc. Kochsalzlösung 
so lange, bis eine feinere Zertheilung nicht mehr möglich ist. 

Die Kochsalzlösung hat vor dem Wasser den Vorzug, dass in ihr 
die Gewebe nicht so aufquellen, und dass auch die feineren Structur- 
verhältnisse bess 
Flüssigkeiten, B 

Sogen, kün 
dass man 9 The 
setzt. In einer i 
in lebensfähigen 

Wenn es sie 
so darf man nie 
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6 Untersuchung frischer Präparate. IsolationsflüssigkeiteD. 

Wasser, noch mehr aber in der Kochsalzlösung Bakterienentwickelung 
stattfinden kann, und dass Bakterien, die sich im Präparat finden, 
eventuell auch aus der Zusatzflüssigkeit stammen können, namentlich 
wenn dieselbe nicht mehr frisch ist. 

Für alle Zusatz- und Untersuchungsflüssigkeiten mikroskopischer 
Präparate gilt als Regel, dass man nur einen kleinen Tropfen davon 
auf den Objectträger bringt. Nimmt man zuviel Flüssigkeit, so liegt 
das Deckglas nicht fest auf und schwimmt entweder selbst weg, oder 
es gerathen wenigstens die einzelnen Zellen im Präparat in eine für 
die Untersuchung sehr störende Bewegung. Ausserdem hindert oder 
verlangsamt die Untersuchungsflüssigkeit, wenn sie in zu grosser 
Menge zugesetzt ist, die Einwirkung anderer Reagentien, die man 
etwa noch anwenden möchte. 

Das Zerzupfungsverfahren kommt hauptsächlich zur Anwendung 
bei der Untersuchung von Muskeln, Gehirn, Rückenmark und bei den- 
jenigen Geschwülsten, die ein reichlicheres Stroma besitzen. Bei der 
Untersuchung von Nerven und Muskeln müssen die excidirten Theilchen 
klein sein und dürfen nur kurze Abschnitte von Nerven- und Muskel- 
fasern enthalten, weil längere Abschnitte sich sehr schwer trennen 
und zertheilen lassen. 

Oft ist das Zerzupfen der frischen Präparate in Partikelchen, die 
klein und fein genug zur mikroskopischen Untersuchung sind, sehr 
schwierig. Man legt dann die Stückchen für 24 Stunden in eine sog. 
Macerations- oder Isolationsflüssigkeit. Nach dieser Zeit ist dann 
das Zerzupfen in feinste Theilchen leicht möglich. 

Wenn man thierische Organstückchen mittels einer Isolations- 
methode untersucht, so gilt als Regel, dass man die betreffenden Stück- 
chen sofort nach der Tödtung des Thieres in die gewählte Isolations- 
flüssigkeit überträgt. Menschliche Organtheile sollen ebenfalls so 
frisch wie möglich der Einwirkung der Isolationsflüssigkeit ausgesetzt 
werden. 

Man nimmt die Isolation in kleinen Uhrschälclien vor; das Vo- 
lumen der Flüssigkeit darf das des Stückchens nicht zu sehr über- 
steigen, weil sonst mehr eine Härtung als eine Isolation erzielt wird. 

Als Isolationsflüssigkeiten sind ausser vielen anderen, die 
sich mehr oder weniger bewährt haben, die folgenden zu empfehlen: 

1) 33-proc. Alkohol, der sog. Vs -Alkohol von Ranvier, her- 
gestellt durch Vermischen von 1 Theil 96-proc. Spiritus mit 2 Theilen 
Wasser. 

2) Ganz dünne Chromsäurelösungen, 0,01 — 0,03-proc., sind 
für viele Fälle sehr geeignet. 

3) 0,1-proc. Osmium säure, 12 — 24 Stunden lang zur Ein- 
wirkung gebracht, ermöglicht eine sehr gute Isolation und ist nament- 
lich angezeigt, Avenn es sich um verfettetes Gewebe handelt. 

4) Methode von Arnold: das Stückchen kommt für 5 — 10 
Minuten in 0,1-proc. Essigsäure, dann für 24—28 Stunden in 0,01-proc. 
Chromsäure. Nachbehandlung mit Pikrokarmin etc. ist möglich. 

5) 33-proc. Kalilauge. In dieser zerfallen die Stückchen schon 
innerhalb einer Stunde. Ihre Anwendung empfiehlt sich namentlich 
bei der Untersuchung von glatten Muskelfasern, z. B. aus Tumoren 
des Uterus etc. Die Untersuchung muss ebenfalls in 33-proc. Kali- 
lauge geschehen, weil bei Verdünnung derselben mit Wasser die Zellen 
zerstört werden (s. p. 8.). 



Digitized by 



Google 



Untersuchung frischer Präparate mit Zusatz von Reagentien. 7 

6) Die Müller' sehe Flüssigkeit (s. p. 10) ist ebenfalls 
zur Isolation, namentlich für Theile des Nervensystems sehr geeignet. 
Die Präparate verweilen in der Flüssigkeit 2 — 3 Tage. 

Bei Anwendung der Isolationsflüssigkeit kann auch die Untersuchung 
in einem Tropfen derselben vorgenommen werden. Doch ist auch die 
Untersuchung in Wasser oder in Kochsalzlösung möglich. 

Ausser durch Zerzupfen kann man sich zur frischen Untersuchung 
das Präparat auch so herstellen, dass man mit der Messerklinge 
über eine frisch hergestellte Schnittfläche des zu 
untersuchenden Organs hinstreicht und denso erhaltenen Ge- 
webssaft, w^elcher an der Klinge haftet, in einem Tropfen Wasser oder 
Kochsalzlösung vertheilt. Man muss aber vorher durch sanftes Ab- 
streichen, eventuell auch durch Abspülen das Blut von der Schnitt- 
fläche entfernen, weil sonst in dem Präparat die za.hlreichen rothen 
Blutkörperchen alles Andere verdecken. Ausserdem muss man sich 
hüten, zu viel von der abgeschabten Masse auf den Objectträger zu 
bringen. Der Wassertropfen darf nur leicht getrübt wer- 
den. Anwendbar ist dieses Verfahren namentlich bei drüsigen Organen, 
speciell bei Leber und Niere, wenn es sich um die Frage handelt, ob 
deren Zellen körnig getrübt oder verfettet sind, femer bei Geschwülsten, 
namentlich Carcinomen, aber auch bei weichen Sarkomen, und schliess- 
lich bei zelligen Infiltraten, z. B. der Lunge. 

Von Flüssigkeiten, die untersucht werden sollen, kann man in 
vielen Fällen sofort einen Tropfen auf den Objectträger bringen. Ent- 
hält die Flüssigkeit sehr viele Zellen und andere feste Bestandtheile, 
wie es bei Cysten, bei Darminhalt etc. der Fall ist, so empfiehlt es sich 
oft, den zu untersuchenden Tropfen, den man mit einer feinen Pipette 
oder auch mit einer Platinöse entnimmt, mit Wasser oder Kochsalz- 
lösung entsprechend zu verdünnen. Umgekehrt muss man sehr zell- 
arme Flüssigkeiten oft eine Zeitlang sedimentiren lassen, ehe man die 
Untersuchung mit Erfolg vornehmen kann. Eine sehr gute Methode, 
um in zellarmen Flüssigkeiten das zur Untersuchung nöthige Material 
zu sammeln, ist auch das neuerdings namentlich von Litten empfohlene 
Centrifugirungs verfahren. 

Für die Untersuchung aller Flüssigkeiten ist zu bemerken, dass 
man dieselbe auch mit der Deckglastrockenmethode (cf. p. 9) in ge- 
färbtem Zustande vornehmen kann. 

In allen Fällen kann man sich die Untersuchung frischer Präparate 
durch Zusatz mancher Eeagentien sehr erleichtern, die entAveder die 
Fähigkeit haben, das Präparat durchsichtiger zu machen, oder gewisse 
Theile deutlicher hervortreten zu lassen, Avährend sie andere nicht be- 
einflussen oder sogar zum Verschwinden bringen. Unter diesen Ee- 
agentien, die täglich in Gebrauch genommen Averden, sind zu nennen : 

1) Das Glyzerin. Es hat ausser seiner aufhellenden Eigen- 
schaft den Vortheil, dass es nicht verdunstet und sich chemisch nicht 
verändert ; es können daher die in ihm vertheilte Präparate, Avenn man 
sie gegen den Luftzutritt abscliliesst, conservirt Averden. Man verAvendet 
das Glyzerin meist in unverdünnter P^orm, seltener mit Wasser ver- 
mischt. Frische Präparate Averdeii, Avenn es sich nicht etAva um die 
Untersuchung A^on Pigment handelt, so stark aufgehellt, dass die Unter- 
suchung in Glyzerin nicht statthaft ist. Dagegen kommt das Glyzerin 
sehr oft m AuAvendung bei der Untersuchung ungefärbter Schnitte, die 
schon gehärtetem Material entstammen. 
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2) Kali aceticum, in gesättigter wässeriger Lösung (50"/„), besitzt 
ebenfalls eine aufhellende Wirkung, die aber geringer ist als die des 
Glyzerins, so dass auch frische Schnitte darin untersucht werden können. 
Die Präparate können in der Lösung ähnlich wie im Glyzerin con- 
servirt werden. 

3) Essigsaure. Sie hat den doppelten Vortheil, dass sie die Kerne 
zum Schrumpfen bringt und dadurch ihre Umgrenzung deutlicher her- 
vortreten lässt, und dass sie das Bindegewebe zur Quellung bringt und 
so durchsichtiger macht. Fetttröpfchen widerstehen der Einwirkung 
der Essigsäure, während diese andererseits die Eiweisskörnchen, die 
sich im Protoplasma der Zellen bei der trüben Schwellung bilden, löst. 
Es ist daher die Essigsäure ein ausgezeichnetes Keagens für die Diflfe- 
rentialdiagnose zwischen fettiger Degeneration und kömiger Trübung. 
Mikrokokken bleiben ebenfalls von der Essigsäure unbeeinflusst. Auch 
die elastischen Fasern werden durch die Essigsäure nicht verändert 
und treten daher bei ihrer Anwendung in dem durchsichtig gemachten 
Bindegewebe deutlicher hervor. 

Man wendet die Essigsäure meist in einer 1 — 2-proc. starken Lösung 
an, die man sich durch Verdünnen von Eisessig mit Wasser her- 
stellt. In der Kegel bringt man von der Essigsäure vermittels eines 
Glasstabes einen Tropfen an die Seite des Deckglases des Präparats, 
welches man vorher schon angesehen hat. Die Essigsäure dringt dann 
langsam ein, und man kann ihre Wirkung unter dem Mikroskop ver- 
folgen. Das Eindringen der Essigsäure wird beschleunigt, wenn man 
an den entgegengesetzten Band des Deckglases ein Stückchen Fliess- 
papier bringt, welches die Flüssigkeit ansaugt. 

Fuchsinessigsäure besitzt in noch erhöhtem Maasse die Fähig- 
keit, den Kern deutlicher hervortreten zulassen, weil sie nicht nur seine 
Contouren besser zum Vorschein bringt, sondern ihn auch färbt. Man 
stellt die Fuchsinessigsäure her, indem man zu der 2-proc. Essigsäure 
so viel Fuchsin giebt, dass die Farbe eine gesättigt rothe wird. 

Schliesslich wendet man die Essigsäure auch noch an, um den 
Kalk in verkalkten Geweben zu lösen. 

4) Schwache wässerige Jodlösuiig ist ebenfalls ein sehr be- 
quemes Mittel, um die Kerne und die Umrisse der Gewebe überhaupt 
deutlicher zur Anschauung zu bringen. Man stellt die schwache Jod- 
lösung her, indem man die gewöhnliche LuGOL'sche Lösung (Jod 1, 
Jodkali 1, Wasser 100) so Aveit mit Wasser verdünnt, dass sie eine 
weingelbe Farbe annimmt. 

5) Kali- und Natronlauge. Die Wirkung und demnach die An- 
wendungsweise ist eine ganz verschiedene, je nach dem Concentrations- 
grade. 

Die 1 — 3-proc. schwache Kalilauge hat die Fähigkeit, die 
meisten Gewebe aufzulösen. Es widerstehen ihr von den gewöhnlich in 
Betracht kommenden GeAvebsbestandtheilen nur: a) das elastische Ge- 
webe, b) die Fette, c) Pigmente, d) Bakterien. 

Man kann daher bei der Untersuchung der genannten Dinge, nament- 
lich zu differentiell-diagnostischen Zwecken, passend Gebrauch von der 
sclnvachen Kali- oder Natronlauge machen. Auch die Amyloidsubstanz 
ist resistent gegen die schwache Lauge, es kommt aber diese Eigen- 
schaft bei mikroskopischen Untersuchungen selten zur Geltung, weil es 
specifische Eeactionen auf Amyloid giebt. 

Die 33-proc. starke Kali- und Natronlauge zerstört die 
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zelligen Gewebsbestandtheile nicht, sie löst dagegen die Kittsubstanz, 
welche dieselben verbindet, und wird daher zur Isolirung von Ge- 
schwulstzellen, glatten Muskelfasern, Drüsenknäueln etc. verwandt. 
Diese Auflösung wird meist schon in wenigen Minuten bewirkt; es 
dürfen aber danach die Theile nicht mit destillirtem Wasser in Be- 
rührung kommen, weil sonst eine Verdünnung der Lauge bewirkt 
wird, und die Wirkungsweise der verdünnten Kalilauge eintritt. Es 
muss vielmehr die Untersuchung in der starken Kalilauge selbst vor- 
genommen werden. 

6) Osmiumsilare. Dieselbe wird in 1-proc. wässeriger Lösung 
angewandt und kann in derselben Weise wie die Essigsäure dem vor- 
her zerzupften und mit einem Deckglas bedeckten Präparat zugesetzt 
werden. Sie hat die Eigenschaft, Fetttröpfchen braun bis schwarz iu 
förben, und ist daher ein werthvoUes Reagens zum Nachweis von 
Fett, namentlich auch bei der fettigen Degeneration. 

7) Salzsäure, 3 — 5-proc. Dient zum Erkennen von Verkalkungen 
Kalkconcrementen, u. s. w. Sie löst den phosphorsauren Kalk einfach 
auf, und es werden dadurch die vorher dunklen Partieen hell. Die 
Lösung des kohlensauren Kalks vollzieht sich unter der Bildung von 
Luft-(CO,-)Blasen. 

8) Färbung frischer Präparate wird, wenn man nicht die Deck- 
glastrockenmethode anwendet, so bewirkt, dass man vom Rande her 
einen Tropfen wässerige Farblösung, am besten Methylgrün oder 
LiiPFLEß's Methylenblau (s. p. 59) oder auch Fuchsinessigsäure (s. p. 8) 
zufliessen lässt. Hämatoxylin eignet sich dazu nicht. 



Drittes Capitel. 
Härtung der Präparate. 

Sollen Präparate einer genaueren Untersuchung, namentlich an 
feineren Schnitten, unterworfen werden, so müssen sie durch die 
Härtung erst schnittfähig gemacht werden. Dabei ist vor allem dar- 
auf zu achten, dass die zu härtenden Stücke möglichst frühzeitig nach 
dem Tode oder nach 'der Entnahme aus dem Lebenden in die Härt- 
ungsflüssigkeit gebracht werden, um den Eintritt der Fäulniss zu 
verhindern. 

1) Alkohol ist die am häufigsten benutzte Härtungsflüssigkeit. 
Man wendet Concentrationen von 90^^/0—1000/0 (resp. 99^/0) an. Oft 
empfiehlt es sich, die Stücke zunächst in 90— 96-proc. Spiritus und 
erst am folgenden Tage in absoluten Alkohol zu bringen, weil sie 
dann weniger schrumpfen. Viele Objecte erlangen überhaupt schon in 
dem gewöhnlichen 96-proc. Spiritus eine vollständig ausreichende 
Festigkeit. Man kann übrigens dem 96-proc. Sj)iritus leicht alles 
Wasser entziehen, wenn man demselben ausgeglühtes C'uprum sulpliu- 
ricum zusetzt. Dasselbe wird in einem iletalltiegel so lange geglüht, 
bis es zu einem weissen Pulver geworden ist. A\^enn es in dem 
Spiritus blau geworden ist, muss es durch neues ersetzt oder von neuem 
ausgeglüht werden. Derartigen selbstbereiteten absoluten Alkohol 
muss man aber vor dem Gebrauch durch ein Filter giessen, weil sonst 
Kupferpartikelchen mit dem Präparat in Berührung kommen könnten. 
Bei subtileren Untersuchungen empfiehlt es sich dagegen, absoluten 
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Alkohol anzuwenden, weil er vor dem künstlich entwässerten Spiritus 
den Vorzug chemischer Reinheit hat. 

Die in Alkohol zu härtenden Stücke werden in Würfel- oder in 
Scheibenform ausgeschnitten und sollen nicht mehr als 2 - 3 cm im 
Durchmesser haben. Die Menge des Alkohols soll 10 — 15 mal gi-össer 
sein als das Volum der Stücke. Am 2. und 4., nöthigenfalls auch noch 
am 6. Tage muss der Alkohol gewechselt und durch frischen ersetzt 
werden. Sehr rathsam ist es, das Glas am ersten Tage zu verschie- 
denen Malen zu schütteln, weil sonst leicht einzelne Stücke am Boden 
festkleben, und der Alkohol dann an deren unterer Seite nicht mehr 
zur Einwirkung gelangen kann. 

Die AlkoTiolhärtung kann für die meisten Gewebe zur Anwendung 
kommen und ist besonders dann am Platze, wenn die Untersuchung 
der betreffenden Theile schnell vorgenommen werden soll. Femer ist 
sie für Präparate , die auf Bakterien untersucht werden sollen , ganz 
vorzugsweise und mehr als die anderen Härtungsflüssigkeiten zu 
empfehlen. Man wählt hier von vornherein absoluten Alkohol, um die 
postmortale Weiterentwickelung der Bakterien im Gewebe sicher aus- 
zuschliessen und die Färbbarkeit derselben so gut wie möglich zu er- 
halten. Für die Gewebe des Nervensystems eignet sich die Alkohol- 
härtung in der Regel nicht. 

Will man ganze Organe und Geschwülste für Sammlungen auf- 
heben, so wird aus denselben in fliessendem Wasser erst das in ihnen 
enthaltene Blut ausgezogen, bis das Wasser klar abfliesst. Dann 
kommt sie in 70 — 80-proc. Alkohol, der so oft gewechselt wird, bis 
keine Trübung mehr entsteht. 

2) Die MöLLER'sche Flüssigkeit. Sie besteht aus 
Doppeltchromsaurem Kali 2,5 % 
Schwefelsaurem Natron 1,0 % 
Wasser 100,0 «/«. 

Die vollkommene Härtung in dieser Flüssigkeit erfordert bei ge- 
wöhnlicher Temperatur für kleinere Objecte mindestees 12 Wochen, 
für grössere Organe, z. B. ganze Gehirne, aber bis zu einem Jahre. 
Der Härtungsprocess kann durch zeitweiliges Einstellen der Präparate 
in den Brütofen ziemlich beschleunigt werden. Man muss dann aber 
die MüLLER'sche Flüssigkeit recht häufig wechseln. 

Die Flüssigkeit soll das 10 — 20 fache der zu härtenden Objecte 
betragen. Sie wird am 2., 4., 6. und 12. Tage und später jedesmal 
dann erneuert, wenn sie getrübt ist, oder Avenn sich Spaltpilze in ihr 
entwickeln. 

Die Präparate können mehrere Jahre, bis zu 10, in MüLLER'scher 
Flüssigkeit aulbewahrt werden ; doch ist es zweckmässig, der Flüssig- 
keit nach Ablauf des ersten Jahres die Hälfte Wasser zuzusetzen. 

Zur Nachhärtung, falls eine solche nöthig ist, kommen die Prä- 
parate, nachdem man sie kurze Zeit bis einige Stunden in oft er- 
neuertem Wasser ausgewässert hat, zunächst für einen Tag in 30-proc. 
und dann in 96-proc. Spiritus. Wenn sich in diesem letzteren stärkere 
Niederschläge bilden, so Avird er geAvechselt. In Spiritus können die 
Präparate noch mehrere Jahre aufgehoben werden, verlieren aber mit 
der Zeit an Färbbarkeit. 

Die Vortheile der MüLLEn'schen Flüssigkeit gegenüber dem 
Alkohol sind folgende: 
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a) Die Gewebe schrumpfen in der MüLLER'schen Flüssigkeit weniger, 
und es werden Zellen und Zwischensubstanz besser erhalten. 

b) Die rothen Blutkörperchen werden im Gegensatz zum Alkohol 
in der MüLLEK'schen Flüssigkeit in ihrer Form ausgezeichnet conser- 
vii^t und erhalten eine gelbe Farbe. 

c) Die in MüLLER'scher Flüssigkeit gehärteten Präparate ßlrben 
sich im Allgemeinen besser als diejenigen, welche in Alkohol conservirt 
waren, namentlich in dem am häufigsten zur Anwendung kommenden 
Hämatoxylinalaun. Diese bessere Färbbarkeit tritt jedoch nur dann 
hervor, wenn die Präparate hinreichend lange Zeit in MüLLER'scher 
Flüssigkeit gelegen haben. Anderenfalls ist die Färbung sogar eine 
viel unvollkommenere wie bei Alkoholpräparaten. 

d) Die viel geringere Kostspieligkeit der MüLLER'schen Flüssigkeit 
im Gegensatz zum Alkohol. 

Alkohol und MüLLER'sche Flüssigkeit reichen für die gewöhnlichen 
Bedürfnisse als Härtungsflüssigkeiten vollkommen aus. 

3) ERLicKi'sclie Flüssigkeit. Dieselbe besteht aus: 

Doppeltchromsaurem Kali = 2,5 
Schwefelsaurem Kupfer . = 0,5 

Wasser = 100,0. 

Die Flüssigkeit hat den Vortheil, dass darin Präparate schon in 
8 — 10 Tagen, im Brütofen sogar schon in 4—5 Tagen härten. Sie hat 
aber den Nachtheil gegenüber der MüLLER'schen Flüssigkeit, dass sie 
die Schrumpfung der Gewebe nicht so gut verhindert, und dass sich 
in den Präparaten manchmal Niederschläge bilden. 

4) Sublimat ist für einzelne Fälle, auf die noch näher eingegangen 
wird, ein vorzügliches Härtungsmittel. Neben der Härtung bewirkt das 
Sublimat auch eine Fixation der Kerntheilungsfiguren. Man wendet 
eine in der Wärme gesättigte (7,5-proc.) Lösung von Sublimat in 
0,5-proc. Kochsalzlösung an. In dieser Lösung verbleiben die Stücke, 
die nicht zu dick sein dürfen, 1 — 2, selten bis zu 6 Stunden. Dann 
folgt ein gründliches, am besten 24-stündiges Auswaschen in Wasser, 
und schliesslich eine Nachhärtuug, je 24 Stunden lang in 30-proc., 
70-proc. und 90-proc. Alkohol. 

Auf das gründliche Auswaschen der Präparate kommt bei der 
Sublimathärtung viel an, weil sich sonst leicht Quecksilberniederschläge 
im Präparat bilden, die bei der späteren Untersuchung namentlich zur 
Verwechslung mit Pigment Veranlassung geben können. Man kann 
sich übrigens durch Zusatz von einigen Tropfen Jodlösung leicht davon 
überzeugen, ob in der Auswaschflüssigkeit noch Sublimat gelöst vor- 
handen ist. Solange dies der Fall ist, bewirkt Jodzusatz einen gelb- 
rothen Niederschlag von Quecksilberjodid. Auch hat man empfohlen, 
dem zur Nachhärtung verwandten 70-proc. Alkohol so viel Jodtinctur 
zuzusetzen, dass derselbe eine Aveinrothe Farbe erhält. Das Jod ent- 
fernt dann durch Bildung von Quecksilberjodid das überflüssige Sublimat, 
und der Alkohol entfärbt sich. 

Die Sublimathärtung empfiehlt sich im Allgemeinen mehr für 
Objecte, die der Leiche, wie für solche, die dem Lebenden ent- 
nommen sind. 

5) ZENKER'selie Flüssigkeit. 

Härten 24 Stunden lang in einer Mischung von: 
Sublimat 5,0, 
Kali bichromic. 2,5, 
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Natrium sulphuric. 1,0, 
Aqu. destülat. 100,0, 
Eisessig 5,0. 

Gründliches Auswaschen in Wasser. Nachhärten in 30% — 60 'V^ 
— 96«/„ Spiritus. 

Man kann die nicht kostspielige Flüssigkeit vorräthig halten, nur 
ist es zweckmässig, den Eisessig erst kurz vor dem Gebrauch zuzu- 
setzen. Sehr grosse Stücke verweilen 48 Stunden, kleine nur einige 
Stunden in der Lösung. Die Reste der etwaigen Sublimatniederschläge 
kann man, ebenso wie bei der einfachen Sublimathärtung (s. p. 11) in 
Jodalkohol entfernen. 

Färben kann man mit allen gebräuchlichen Färbemethoden. Die 
Flüssigkeit dringt sehr leicht in die Organe ein, die anfangs in ihr 
schwimmen, sie conservirt die chromatischen Figuren viel besser wie 
MÜLLER'sche Flüssigkeit und gestattet Bakterieufärbung sowie auch, 
wenn die Präparate länger, bis zu 14 Tagen in ihr verweilen, die 
WEiGERT'sche llarkscheidenförbung. Auch die BioNDi'sche Färbung 
lässt sich anwenden. 

6) Formalin. 

a) Härtung 3 — 4 Stunden lang in Lösung von Formol (= con- 
centrirter Formaldehyd) 10 Theile in 100 Theilen Wasser. 

b) Gründliches Auswaschen in Wasser, bis 12 Stunden lang. 

c) Nachhärtung in 30\— 60^/o— 7o— 967o Spiritus. 

Die von Blum empfohlene Formalinhärtung bietet grosse Vor- 
theile, namentlich die Schnelligkeit des Verfahrens, und die sehr gute 
Erhaltung der rothen Blutkörperchen in ihrer natürlichen Farbe. 
Ausserdem färben sich diese letzteren mit Eosin ganz besonders gut. Auf 
dem Gefriermiki'otom können die Schnitte aus der Formalinlösung 
direct geschnitten werden, so dass man schon 12 Stunden nach der 
Section gefärbte Organschnitte fertigstellen kann. Färbung mit allen 
gebräuchlichen Färbemitteln. 

Auch die makroskopische Eigenfarbe der Organe wird zum Theil 
in Formalin sehr gut erhalten. 

Die concentriile Formollösung enthält 40% Formaldehyd , die 
wässerige Lösung 1: 10 daher 4'yo- In vielen Fällen genügt zur 
Härtung auch eine geringere Concentration. 

lieber die Conservirung von Bakterienculturen durch Formalin, 
s. p. 64. 

7) Pikrinsäure kommt in gesättigter wässeriger Lösung zur An- 
wendung. Kleine, nicht mehr als 1 cm dicke Stücke verbleiben bis zu 
24 Stunden in derselben und werden dann in 70 — 80-proc. Spiritus 
übertragen. Es ist bei der Anwendung der Pikrinsäure als Härtungs- 
mittel immer im Auge zu behalten, dass dieselbe auch den Kalk im 
Knochengewebe und in Verkalkungen auszieht. Die Schnitte der in 
Pikrinsäure gehärteten Stücke müssen sehr sorgfältig ausgewaschen 
Averden, weil sie sonst Eeste der gelben Färbung behalten. 

Zur schnelleren und vollständigeren Entfernung von Pikrinsäure 
empfiehlt Jeltxek einen Zusatz von einigen Tropfen gesättigter 
Avässeriger Litliion-carbonicum-Lösung zu dem 95-proc. Spiritus, in 
welchen das Stück aus der Pikrinsäure übertragen wird. Unter Gelb- 
färbung des Spiritus löst sich der Niederschlag, der durch den Lithion- 
zusafz entstanden war, und die Flüssigkeit wird vollkommen klar. 
Man setzt nun so lange einige Tropfen der Lithionlösung zu, bis sich 
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Osmium säure, Flemming's Säuregemisch, Gummiglycerin etc. 13 

der Niederschlag nicht mehr löst, und der häufiger zu wechselnde 
Alkohol keine Gelbfärbung mehr aufweist. Dann wird das weiss er- 
scheinende Stück in gewöhnlichen Alkohol übertragen. 

8) Osmiumsäure wird in 1-proc. wässeriger Lösung als Härtungs- 
mittel angewandt. Da die Osmiumsäure sehr schlecht in die Gewebe 
eindringt, so dürfen die zu härtenden Stückchen nicht mehr als 5 mm 
dick sein. Sie verbleiben in der Lösung 24 Stunden und werden dann 
in 80-proc. Spiritus übertragen. Die Osmiumsäure färbt Fetttröpfchen 
schwarz und ist deshalb , wenn es sich um den Nachweis von solchen 
handelt, zu empfehlen. Ueber die Härtung fettig degenerirter Theile 
s. p. 48. 

Die mit Osmiumsäure behandelten Schnitte werden am besten in 
Kali aceticum (s. p. 8) aufgehoben, weil sich Glyzerin nach und nach 
bräunt. Man kann aber das Dunkeln des Glyzerins verhindern, wenn 
man die Schnitte vor ihrem definitiven Einschluss in demselben einige 
Tage in mit Wasser verdünntem Glyzerin oder in Wasser liegen lässt. 
• 9) Das FLEMMlNG'sche Säuregemisch ist in vielen Fällen zur 
Härtung sehr geeignet. Ueber seine Anwendung s. p. 43 und p. 48. 

10) Gummiglyzerin ist für manche Untersuchungen, namentlich 
wenn es dabei nicht auf histologische Feinheiten ankommt, zu empfehlen, 
weil die Härtung sehr schnell und vollständig bewerkstelligt wird. 

Die Gummiglyzerinlösung wird so hergestellt, dass man zu kochen- 
dem Glyzerin unter fortwährendem Umrühren langsam so viel pulveri- 
sirten arabischen Gummi zusetzt, als sich löst. 

Stücke, die frisch aus der Leiche entnommen sind, werden zuerst 
in fliessendem Wasser von Blut befreit, Stucke, die schon in Spiritus 
gelegen haben, werden zuvor in Wasser von ihrem Spiritus befreit. 
Dann überträgt man sie für 24 Stunden in die syrupdicke Gummi- 
glyzerinlösung, in der man sie durch Glasstäbe etc. unter dem Niveau 
erhält. Nach 24 Stunden bringt man die Stücke in 80— 90-proc. 
Spiritus und schüttelt das Glas wiederholt und stark. Sie werden 
dann innerhalb weniger Stunden sehr hart und schnittfähig. 

Die einzelnen Schnitte werden vor der Färbung in reichlichem, 
eventuell zu wechselndem Wasser ausgewaschen, in welchem der durch 
den Alkohol niedergeschlagene Gummi sich wieder löst. 

11) Kochmethode, ist namentlich dann zu empfehlen, wenn inner- 
halb der Gewebe befindliche eiweisshaltige Flüssigkeit durch Gerinnen- 
machen derselben fixirt werden soll, wie das besonders bei Lungen- 
ödem, Nephritis und bei Cysteninhalt nothwendig werden kann. Man 
bringt kleine, 1,5 cm dicke Würfel für 1 — 2 — 2^% Minuten in kochen- 
des Wasser und härtet in 96-proc. Spiritus nach. 

Die Gerinnung und Fixii'ung eiw^eisshaltiger Flüssigkeit lässt sich 
meist auch durch Härtung in absolutem Alkohol schon hinreichend 
gut bewirken. 
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14 Die Entkalkung. Allgemeine Eegeln. Die Chromsänre und ihre Salze. 

Viertes Kapitel 

Die Entkalkung. 

Knochen oder solche Gewebe, die verkalkte oder verknöcherte 
Partien enthalten, müssen, bevor sie schnittfähig sind, von ihren Kalk- 
salzen befreit werden. Dabei sind folgende Eegeln zu beachten: 

1) Die betreffenden Theile müssen gut gehärtet sein, ehe sie in 
die Entkalkungsflüssigkeit übertragen werden, weil in dieser die übrigen 
Gewebe sonst zu sehr verändert werden. Die Härtung geschieht in 
Alkohol oder noch besser in MüLLER'scher Flüssigkeit mit nachfolgender 
Alkoholhärtung. 

2) Die Entkalkungsflüssigkeit muss sehr reichlich sein und muss 
oft gewechselt werden. 

3) Nach vollendeter Entkalkung müssen die Stücke sehr sorgfaltig, 
zwei bis mehrere Tage lang in Wasser ausgewaschen werden, damit keine 
Eeste von Entkalkungsflüssigkeit im Gewebe zurückbleiben und dessen 
Structur noch nachträglich schädigen. 

4) Nachdem die Stücke gründlich ausgewaschen sind, müssen sie 
von neuem gehärtet werden und sind nun erst schnittfähig. 

Die Zeit, die bis zur vollständigen Entkalkung nöthig ist, ist nicht 
nur verschieden nach der Concentration der Entkalkungsflüssigkeit, 
sondern hängt besonders auch von der Dicke und Grösse des zu ent- 
kalkenden Objects ab. Ausserdem sind Knochen von Neugeborenen 
und noch mehr fötale Knochen viel leichter und schneller zu entkalken 
als solche von Erwachsenen. 

Es ist Eegel, nicht zu grosse Stücke zur Entkalkung zu wählen. 
Man überzeugt sich von der vollständigen Entfernung der Kalksalze 
durch Einstechen mit einer Präparirnadel oder durch probeweises Ein- 
schneiden mit einem Skalpell. 

Die am häufigsten angewendeten Entkalkungsflüssigkeiten sind 
folgende : 

I. Die Chromsäure und ihre Salze. 

Eine geringe entkalkende Wirkung besitzt schon die MüLLER'sche 
Flüssigkeit, jedoch nur bei kleinen Knochenstückchen oder bei 
embryonalen Knochen. Für andere Objecte ist die zur Entkalkung er- 
forderliche Zeit daher fast immer eine zu lange. Eine Beschleunigung 
kann man nach Haug erzielen, wenn man bei dem jedesmaligen Wechsel 
der Flüssigkeit, alle 3 — 5—8 Tage, je 1 ccm Salpetersäure auf 200 bis 
300 ccm Flüssigkeit zusetzt. Ein Yortheil der MÜLLER'schen Flüssig- 
keit ist die gute Conservirung der Gewebe. 

Auch die reine Chromsäure in 2-proc. Lösung wirkt lang- 
sam entkalkend; eine etwas schnellere Wirkung erzielt man,, wenn man 
ein Gemisch verwendet von 

Chromsäure 1,0 
Salzsäure 1,0 

Wasser 100,0. 

Die Resultate sind nach Haug besonders bei jungen Knochen 
sehr gute. 

Für zarte und kleine Objecte ist auch die FLEMMiNG'sche Lösung 
sehr zu empfehlen. 
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Waldeyer empfiehlt folgende Chromsäuremethode : 

1) Fixirung des Mschen Objects in Chromsäure 1 : 600. 

2) Härtung in Chromsäure 1 : 400, später 1 : 200. 

3) Entkalkung in einer alle 6 Tage zu wechselnden Mischung von 

Chromsäure (1 : 200) 100 ccm 
Reine Salpetersäure 2 „ 
Gründliches Auswaschen. Nachhärtung in Alkohol. 
Die Dauer der Entkalkung beträgt ein Vierteljahr und mehr. 
Die FoL'sche Entkalkungsflüssigkeit hat folgende Zu- 
sammensetzung: 

Chromsäure (1 Proc.) = 70 Theile 
Salpetersäure = 3 „ 

Wasser = 200 „ 

Fiir sehr zarte Objecte empfiehlt Haug folgende Entkalkungs- 
flüssigkeit : 

1-proc. Osmiumsäure 10 ccm 
1-proc. Chromsäure 25 „ 
Aq. destillat. 65 „ 

Auswaschen in Wasser. Nachhärten in 70-proc. Alkohol. 
II. Gesättigte wässerige Pikrinsäurelosung. 
Man wendet am besten eine wässerige Lösung an, welche Pikrin- 
säure im Ueberschuss enthält. Dieselbe wirkt zugleich härtend, 
fixirend und färbend. 

Die Tibia eines Neugeborenen, unzerschnitten eingelegt, ist in 
etwa 3 Wochen entkalkt. Bei grösseren und älteren Knochen beträgt 
die Dauer bis zu mehreren Monaten. Eine Beschleunigung kann man 
erreichen, wenn man 3—5 proc. Salpetersäure zusetzt. Verbindungen 
mit Schwefelsäure sind dagegen nicht statthaft, weü sich dabei die 
fast unlöslichen schwefelsauren Kalksalze bilden. 

m. Milchsäure, in 10-proc. und stärkeren Losungen. 
Dieselbe entkalkt ziemlich viel schneller, wie Pikrinsäure, und greift 
dabei die Gewebe nur wenig an. 

lY. Holzessig (Acidum pyrolignosum purum). 
Derselbe wird in unverdünntem Zustande von Haug namentlich 
empfohlen für fötales Knochengewebe, für solches von niederen Thieren, 
sowie für Knochen- und Knorpelknochengeschwülste. Er wirkt zugleich 
etwas erhärtend. Für erwachsene Knochen eignet er sich nicht be- 
sonders. 

Y. Salzsäure. 

Sie kommt meist zur Anwendung als 
V. Ebner's Entkalkungsflüssigkeit 
Dieselbe hat folgende Zusammensetzung: 
Salzsänre 2,5 

Alkohol 500,0 

Destillirtes W. 100,0 

Chlornatrium 2,5 

Die EBNER'sche Flüssigkeit, wirkt langsamer, aber auch viel scho- 
nender, wie die früher rein in 1— 10-proc. Lösung angewandte Salz- 
säure. Man kann die Entkalkung dadurch beschleunigen, dass man den 
Säurezusatz bis auf 5 Proz., zugleich aber auch in entsprechendem 
Verhältniss den Chlornatriumgehalt steigert. 

In die EsNER'sche Entkalkungsflüssigkeit kann man auch in Cello- 
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16 Heine Salzsäure, Phloroglucinmethode, Entkalkungsmeth. y. Thoma. 

idin eingebettete Stücke, bei denen die Entkalkung nicht vollkommen 
gelungen ist, zurückverbringen. Man erreicht dadurch eine bessere 
Entkalkung wenigstens der oberen Schichten. Vor dem Schneiden 
muss man die Säure in 75-proc. Spiritus entfernen. 

Waldeyer empfiehlt folgende Chlorpalladiumlösung: 
Palladiumchlorid 0,01 

1-proc. Salzsäurelösung 1000,0. 
Nach gründlichem Auswaschen wird successive in 30-proc., 60-proc. 
und 90-proc. Spiritus nachgehärtet. 

TL Reine Salpetersäure. 

Sie wird in der Verdünnung von 3 — 5 — 9 Theilen auf 100 Theile 
Wasser angewandt. Sie ist namentlich für Knochen Erwachsener ge- 
eignet. 

Die einfach wässerigen Lösungen von Salpetersäure verändern die 
Structurverhältnisse noch weniger, wie die entsprechenden Salzsäure- 
lösungen. Um die durch das lange Verweilen in wässeriger Lösung 
bedingte Aufquellung zu vermeiden, empfiehlt Haug folgende alko- 
holische Lösung: 

Acidum nitricum purum 30,0—90,0 

Alcohol absolut. 700,0 

Aqu. destillat. 300,0 

Chlornatrium 2,5. 

Diese Lösung entkalkt schnell und doch schonend. Sie eignet sich 
sowohl für fötalen, wie für jugendlichen und erwachsenen Knochen. 
Besonders empfehlenswerth ist vorherige Fixirung der Objecte in Sub- 
limat, doch bleibt auch nach allen anderen Härtungsmethoden die 
Färbbarkeit sehr gut erhalten. Eine besondere Modification der Sal- 
petersäureentkalkung stellt dar die 

Phloroglucinmethode. 

Das Phloroglucin wirkt nicht selbst entkalkend, sondern es schützt 
nur die Gewebe in ausgezeichneter Weise vor der gleichzeitig an- 
zuwendenden Säure, sodass die Methode eine sehr empfehlenswerthe 
ist. Dabei kann die Säure in so starken Concentrationen einwirken, 
dass die Entkalkung bei kleinen Knochenstücken schon nach einer 
halben, bei härterem Knochenmaterial nach einigen Stunden vollendet 
ist. Es ist deshalb nöthig, bei Anwendung dieser Methode das Präparat 
fortwährend zu controUiren. 

Die Lösung Avird in folgender Weise hergestellt: 

Phloroglucin 1,0 wird in reiner, nicht rauchender Salpetersäure 
10,0 unter vorsichtigem Erwärmen gelöst, am besten unter dem 
Abzug des chemischen Herdes, da bei der Mischung unter stürmischer 
Entwicklung braunrotlier Dämpfe von salpetriger Säure eine bedeutende 
Wärmeentwicklung eintritt. Nach Scheffer ist die Erwärmung der 
Salpetersäure überhaupt entbehrlich. 

Zu dieser (rubinrothen) Stammlösung werden hinzugesetzt 10-proc. 
wässerige Salpetersäurelösung 100 ccm. 

Will man grössere Mengen von Entkalkungsflüssigkeit verwenden, 
so muss man auch grössere Mengen von Stammflüssigkeit frisch bereiten. 

Eine etwas langsamer wirkende Entkalkungsflüssigkeit ist die 
folgende: 

Phloroglucin 1,0 
Acid. nitric. 5,0 
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!E!nikalkang8inetli. y. Thoma, Einbettungsmetli.y Celloidineinbetttfng. 17 

Alkohol 70,0 

Aqu. destillat. 30,0. 
Die Entkalkungsmethode von Thoma 
bedient sich ebenfalls der Salpetersäure in folgender Weise: 

1) Härtung in MüLLEE'scher Flüssigkeit oder in Alkohol. 

2) Entkalkung in einer öfter zu wechselnden Lösung von 

96-proc. Spiritus 5 Raumtheile, 

offlcinelle, reine, concentrirte Salpetersäure 1 Eaumtheil. 
Abspülen in Spiritus. 

Uebertragen in häufiger zu wechselnden Spiritus, dem präci- 
pitirter kohlensaurer Kalk im üeberschuss zugesetzt ist. 

Die Entkalkung ist in 2 — 3 Wochen auch bei grösseren Stücken 
vollendet. Um das Anhaften von Kalkpulver zu vermeiden, umhüllt 
man die Stücke passender Weise mit Fliesspapier. Die Entsäuerung 
in kalkhaltigem Spiritus dauert im Ganzen 8—14 Tage. Sie ist auch 
noch einige Tage lang fortzusetzen, nachdem durch Lakmuspapier 
schon keine Säure mehr angezeigt wird. 



Fünftes CapiteL 

Einbettungsmethoden. 

Die Einbettungsmethoden haben einmal den Zweck, Präparate, 
die auch bei sorgfältiger Härtung nur eine massige Festigkeit erlangen, 
schnittfähig zu machen ; daneben sind aber manche Einbettungsmassen, 
die bei der Färbung und Untersuchung nicht aus den Schnitten ent- 
fernt zu werden brauchen, befähigt, einzelne Gewebsbestandtheile oder 
abnormen Inhalt zu fixiren, so dass bei den verschiedenen Manipula- 
tionen, denen der Schnitt ausgesetzt wird. Nichts ausfällt. 

Celloidineinbettung. 

Das Celloidin erfüllt diese beiden Voraussetzungen so gut wie keine 
andere Einbettungsmasse, weil dasselbe in den Schnitten vollständig 
durchsichtig bleibt, die meisten Farben beim Auswaschen wieder ab- 
giebt und demgemäss aus den Schnitten nicht entfernt zu werden 
braucht. Man stellt sich eine dünnflüssige und eine dickflüssige Celloidin- 
lösung her, letztere von der Consistenz dicken Syrups, indem man das 
in ganz kleine Stückchen zerschnittene Celloidin in Alkohol und Aether 
zu gleichen Theilen löst. 

Die Präparate müssen vorher in absolutem Alkohol vollkommen 
entwässert sein ; dagegen ist es nicht nöthig, sie nach der Entwässerung 
im Alkohol noch in ein Gemisch von Alkohol und Aether zu verbringen, 
wie das vielfach empfohlen wird. Aus dem Alkohol kommen dann die 
Stückchen, die nicht dicker als 1 cm sein sollen, zunächst für mindestens 
24 Stunden in die dünne und dann ebenso lange in die dicke Celloidin- 
lösung. Wenn es sich um schwieriger zu behandelnde Objecte handelt, 
sowie in allen Fällen, in denen die Zeit nicht drängt, empfiehlt es 
sich, den Aufenthalt der Stücke in beiden Celloidinlösungen auf 
mehrere Tage zu verlangen!, da die Einbettung um so besser gelingt, 
je länger und je mehr die Präparate von den beiden Celloidinlösungen 
durchtränkt worden sind. 

Aus 'der dickflüssigen Celloidinlösung bringt man die Stücke auf 

von Kahlden, Technik der histologischen Untersuchung. 4. Aufl. 2 
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schneiden, so genügt schon ein ^/g-stündiges Verweilen des Stückes 
an der Luft, bevor es in 80-proc. Spiritus kommt, um eine genügende 
Festigkeit zu erlangen. Die Stückchen werden sonst leicht beim Ge- 
frieren zu fest und heben sich von der Platte des Gefriermikrotoms ab. 

Schneidet man aber auf einem der anderen Mikrotome, so ist es 
dringend zu empfehlen, das Eintrocknen des Präparates durch Abschluss 
der Luft unter einer Glasglocke möglichst zu verlangsamen. Am besten 
gelingt dies, wenn man das Präparat nicht einfach mit dem anhaftenden 
Celloidin auf dem Kork unter die Glasglocke bringt, sondern wenn man 
den Kork mit einem Streifen Cartonpapier ringförmig umwickelt und 
den Streifen durch eine Stecknadel befestigt. In das Kästchen, welches 
auf diese Weise entsteht, giesst man zunächst eine dünne Schicht 
Celloidin, dann setzt man das Präparat ein und giesst nun so viel 
Celloidinlösung auf, dass dieselbe das Stück reichlich bedeckt Auf 
diese Weise ist es ermöglicht, weil das Präparat von einer verhältniss- 
mässig sehr reichlichen Menge von Celloidinlösung umgeben ist, das 
Eintrocknen ganz langsam innerhalb von 1 — 2 — 3 Tagen eintreten zu 
lassen, und es sind die so erhaltenen Präparate gerade so fest wie 
solche, die in Paraffin eingebettet sind. Präparate, die nicht von selbst 
in der gegebenen Lage verharren, z. B. membranartige Theile, fixirt 
man vermittels Stecknadeln, die man ganz lose in den Kork einsticht 
Der Papierring wird erst entfernt, wenn das Object in Alkohol vollständig 
fest geworden ist Man giebt dann durch Umschneiden dem Celloidin- 
block die Form eines Vierecks, weil er sich so auf dem Mikrotom am 
besten schneiden lässt 

Celloidinpräparate, die auf Kork aufgeklebt sind, verlieren bei län- 
gerem Verweilen im Spiritus durch die Einwirkung der im Kork ent- 
haltenen Gerbsäure an Färbbarkeit Es gilt dies ganz besonders von Prä- 
paraten, die Schleim enthalten, z.B. Ovarialcysten. Um diesem Nachtheil 
zu begegnen, empfiehlt Jelinek zum Aufkleben Stabilit, welcher in Wasser 
und Alkohol unlöslich, und selbst von Salzsäure, verdünnter Schwefel- 
säure und Aet^ali nicht angegriffen wird. Stabilit ist in Plattenform 
von der Berliner Electricitätgesellschaft zu beziehen, und lässt sich 
mit der Säge leicht zertheilen, und durch Behandeln mit Schmirgel- 
papier und nachfolgendes Abreiben mit einem trockenen Tuch glatt 
poliren. In Wasser geht Stabilit unter. 

Soll der Celloidimnantel um die einzelnen Schnitte erhalten bleiben 
so dürfen dieselben zum Zwecke der Entwässerung nicht zu lange in 
absolutem Alkohol verweilen, in dem sich das Celloidin nach einiger 
Zeit löst Man bringt dann zur Entwässerung nach der Färbung und 
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des Mikrotoms aufgenommen wurden, in absoluten Alkohol, von 
für 10— -15 Minuten in ein Gemisch von absolutem Alkohol unc 
zu gleichen Theilen oder in Nelkenöl, dann wieder zurück in al 
Alkohol, schliesslich in Wasser und nun erst in die Farbe. 

Dem Gresagten zufolge zerföllt die Celloidineinbettung i 
Weiterbehandlung der eingebetteten Stücke in folgende Manipuk 

1^ Härtung oder Nachhärtung in absolutem Alkohol. 

2) 1 — 5-tä^ges Verweilen in dünnflüssigem Celloidin. 

3) 1— 5-tägiges Verweilen in dickflüssigem Celloidin. 

4) Auf Kork oder Glasplatte, an der Luft Trocknen. 
5^ 24 Stunden lang in 80-proc. Spiritus. 

6) Schneiden. 

7) Färben und Auswaschen. 

8) Entwässern in 96-proc., dann noch 1 — 2 Minuten in ab 
Alkohol oder in Alkohol und Chloroform zu gleichen Theilen. 

9^ Aufhellen in Bergamott-, Cedern- oder Origanumöl oder ii 
10) Kanadabalsam. 

Einbettung in Paraffin. 

Die Einbettung in Paraffin hat gegenüber der Celloidinein 
gerade für pathologisch-anatomische Präparate manche Nachth 
dass sie nicht so häufig zur Anwendung kommt. 

Einmal ist die längere Erwärmung der Präparate auf 50 ^ 
eingreifende Procedur; dazu kommt aber, dass das Paraffin v 
Einlegen der Schnitte entfernt werden muss, und dass^amit ein 
vortheil der Einbettung: Fixiren von lockeren Gewebsbestand 
Exsudaten, Auflagerungen etc. in ihrer Lage, verloren geht. A 
seits ist die bei der Paraffinbehandlung sehr bequeme Vorfärbi 
ganzen Stückes für pathologisch-anatomische Zwecke nicht sc 
anwendbar. 

Das Verfahren ist folgendes: 

Die Präparate müssen in absolutem Alkohol gehärtet odei 
gehärtet sein. Aus diesem kommen sie für 24 Stunden in ein L 
mittel des Paraffins, als welches sich neben den ätherische] 
namentlich das Xylol bewährt hat. Nun werden sie in ein be 
flüssiges Paraffingemisch (die einzelnen Paraffine haben versc 
Schmelzpunkte) im Thermostaten bei 50 ® C gebracht. Nachdem 
hier mit dem flüssigen Paraffin durchtränkt haben, wird dasi 

2* 
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Demnach zerfällt das Verfahren der Parafftneinbettung in folgende 
Maassnahmen : 

Härtung oder Nachhärtnng in absolutem Alkohol. 

24 Stunden in Xylol. 

1 — 12 Stunden bei 50** im Wärmekasten in flüssiges Paraffin. 

Ausgiessen und Erstarren. 

5) Schneiden. 

6) XyloL 

7) Alkohol. 

8) Wasser, Färben etc. 

In der Regel sind die Paraffinschnitte zu brüchig, als dass man 
mit ihnen ohne weiteres die verschiedenen Manipulationen vornehmen 
könnte, die zum Färben und Einlegen nöthig sind. Man klebt viel- 
mehr die einzelnen Schnitte auf dem Objectträger fest Zu dem Zwecke 
bestreicht man diesen mit einer ganz dünnen Schicht von Nelkenöl 
und Collodium 3 : 1. Nachdem die Schnitte angedrückt und auf- 
geklebt sind, bringt man den Objectträger für 5 — 10 Minuten auf ein 
Wasserbad oder in den auf 60® C. erwärmten Brütofen. Von da 
kommt der Objectträger zur vollständigen Entfernung des Paraffins 
in ein Gefäss mit Xylol. Dann werden die Präparate, falls sie schon 
im Stück vorgefärbt waren, in Kanadabalsam eingeschlossen. Sind die 
Präparate aber noch nicht geßlrbt, so wird der Objectträger aus dem 
Xylol zuerst in 96-proc. Spiritus übertragen, dann kommt er der Reihe 
nach in Wasser, Farbe, Auswaschflüssigkeit, Alkohol, Xylol. Dann 
Einschluss des Präparates in Kanadabalsam. Ausser dem Nelkenöl- 
Collodium giebt es noch eine Reihe von anderen Aufklebemassen, von 
denen die folgenden erwähnt seien : 

Eiweisslösung. Man stellt sich dieselbe so her, dass man ein 
abgemessenes Quantum von Eiweiss zu Schaum schlägt und dann mit 
dem gleichen Volum reinen Glyzerins versetzt Die Masse wird filtrirt 
und in ganz dünner Schicht auf den Objectträger aufgetragen. Nach- 
dem die Paraffinschnitte aufgelegt sind, bringt man den Objectträger 
für kurze Zeit aufs Wasserbad oder in den Brütschrank bei 60**, wo 
die Lösung erstarrt und die Schnitte fest ankleben. 

Schellacklösung. Man stellt sich eine concentrirte Lösung 
von weissem Schellack in absolutem Alkohol her und breitet diese Lösung 
mit einem Glasstab ganz dünn auf dem erwärmten Objectträger aus. 
Man drückt nun die einzelnen Schnitte auf der Schellackdecke an und 
setzt dann in einem Gefäss den Objectträger den Dämpfen einer auf 
dem Boden befindlichen kleinen Menge von Aether aus. 
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Nachher: Wasserbad oder Wärmeschrank — Xylol zur Entfemimg 
des Paraffins etc., wie oben. 

Combinirte Celloidinparaffinmethode. 

Durch Combination der Celloidin- und der Paraffineinbettung er- 
halt man oft eine sehr gute Schnittfahigkeit der Präparate, so dass 
sich grosse und dabei doch hinreichend dünne Schnitte erzielen lassen. 

Das Verfahren ist folgendes: 

1) Uebertragen des Objects aus dem Alkohol in eine Mischung von 
absolutem Alkohol und Aether zu gleichen Theilen, fiir einige Stunden 

2^ Durchtränkung in massig dicker Celloidinlösung 24 Stunden lang. 

3) Uebertragen in OL OriganL 

4) Uebertragen in eine Mischung von Paraffin und Ol. Origani, 
welche bis auf höchstens 40 ^ erwärmt ist. 

5) Uebertragen in geschmolzenes Paraffin. 

Die weitere Behandlung wie bei der gewöhnlichen Paraffineinbettung. 

Andere Einbettungsmethoden. 

Die Einbettung in Seifen verschiedener Composition und in 
Mischungen von Eiweiss dürfte seit der Einführung des Celloidins in 
die mikroskopische Technik für pathologisch-anatomische Untersuchungen 
kaum noch zur Anwendung kommen. 

Erwähnung verdienen aber noch einige Methoden, die für gröbere 
und schnell anzustellende Untersuchungen manchmal Verwendung finden. 

Um kleine Objecte, namentlich auch membranartige Theile schnell 
schnittfähig zu machen, kann man dieselben zwischen zwei Stücke 
gehärteter Einds- oder Amyloidleber einklemmen. Man ver- 
föhrt so, dass man ein Stück Amyloidleber halbirt, das zu schneidende 
Object zwischen die beiden Hälften bringt und nun aus freier Hand 
mit dem Easirmesser oder auch mit einem kleinen Cylindermikrotom 
Schnitte durch die Leber macht, die dann immer zugleich einen Schnitt 
des zu untersuchenden Stückes liefern. 

Zu demselben Zwecke kann man auch Holländer Käse verwenden, 
der einige Zeit bei 25® C in 95-proc. Spiritus gestanden hat. 

Hollundermark wendet man in ähnlicher Weise an: Man 
spaltet dasselbe und bringt das zu schneidende Object zwischen die 
beiden Hälften. Das HoUundermarkstückchen mit dem Präparat wirft 
man dann für einige Minuten in Wasser, wo das Hollundermark auf- 
quillt und das Präparat nun fest umschliesst. Mkn schneidet ebenfalls 
frei oder in einem Cylindermikrotom. 

Eine weitere primitive Einbettungsmethode besteht darin, dass 
man das zu schneidende Object, welches nur wenige Millimeter hoch 
sein darf, auf einem Kork in einen grossen Tropfen Gummilösung 
hereinstellt. Dann bringt man den Kork in 95-proc. Alkohol, wo der 
Gummi erstarrt und einen festen Mantel um das Präparat bildet. 
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so künstliche Extravasate entstehen; ausserdem muss der Druck ein 
möglichst constanter sein. Bei hinreichender üebung kann man auch 
bei Anwendung der gewöhnlichen Spritzen erheblichere Druckschwan- 
kungen vermeiden. Das Verfahren ist aber ein etwas langwieriges. 
Dje Spritze muss sorgföltig gearbeitet sein und der Stempel sich leicht 
hin und her bewegen lassen. Zwischen dem Ansatzstück der Spritze 
und der in das Gefäss einzuführenden Canüle muss eine Abschlussvor- 
richtung vorhanden sein, damit man beim Ab- und Ansetzen der Spritze 
behufs neuer Füllung nicht in Gefahr kommt, Luftblasen mit zu in- 
jiciren. Ausserdem ist es gut, wenn man Canülen von verschiedenem 
Durchmesser besitzt. Dieselben werden in den Anfangstheil des G^- 
fässes eingebunden, und die Injection so lange fortgesetzt, bis eine hin- 
reichend intensive Färbung erreicht ist, oder bis die Injectionsflüssig- 
keit aus der Vene eine Zeit lang abgeflossen ist. 

Sehr häufig ereignet es sich, dass schon im Anfang der Injection 
die Flüssigkeit aus oberflächlich verletzten Gefassen, namentlich auch 
aus den Kapselvenen (Niere) abfliesst. Derartige Gefässe schliesst man, 
wenn die austretende Flüssigkeit reichlicher ist, durch Schieberpincetten 
oder durch Serres fines. 

Einen Apparat zum Injiciren unter constantem, nach Belieben zu 
steigerndem oder zu verminderndem Druck kann man sich, wenn man 
eine Wasserleitung zur Verfügung hat, mittels zweier Flaschen leicht 
herstellen. Die erste dieser Flaschen, A, die luftdicht verschlossen ist, 
steht vermittels eines bis auf den Boden reichenden Glasrohres und eines 
sich daran ansetzenden Schlauches mit dem Hahne einer Wasserleitung 
in Verbindung. Ausserdem führt von dieser Flasche ein zweites, winklig 
gebogenes Glasrohr in die mit einem doppelt durchbohrtem Stöpsel ver- 
sehene zweite Flasche B, in die es ziemlich dicht unter dem Stöpsel 
einmündet. Diese Flasche B ist dann ganz ähnlich wie die gewöhn- 
lichen Spritzflaschen mit einem zweiten ebenfalls gebogenen, bis auf 
den Boden reichenden Glasrohr versehen, an dessen Ausmündungstelle 
ein Gummischlauch mit der betreffenden Canüle angebracht ist. 

Füllt man nun die zweite Flasche B mit der Injectionsflüssigkeit 
und lässt in die Flasche A ein gewisses Quantum Wasser von der 
Leitung laufen, so drückt die dadurch in A comprimirte Luft in der 
Flasche B auf die Injectionsflüssigkeit und bringt diese zum Aus- 
fliessen. 

Kann man die Wasserleitung nicht benutzen, so muss dieselbe durch 
eine dritte Flasche C ersetzt werden, welche höher st<^^^ "»^^ welche 
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mit Wasser oder mit Quecksilber gefüllt ist. Diese dritte Flasche C 
ist dann mit der Flasche A durch einen mittels Quetschhahn verschliess- 
baren Gummischlauch verbunden. Oefl&iet man diesen Quetschhahn, so 
fliesst ein beliebig zu normirendes Quantum Wasser, resp. Quecksilber 
in die Flasche A und wirkt dann, indem in dieser die Luft comprimirt 
wird, in derselben Weise wie die Wasserleitung. 
• Es ist selbstverständlich, dass die Flasche C, wenn sie mit Wasser 
gefüllt ist, viel höher stehen muss, als wenn sie Quecksilber enthält 

Es sind nun sog. kaltflüssige Injectionsmassen im Grebrauch, bei 
denen der Farbstoff in Wasser oder Glyzerin suspendirt ist, und warm- 
flüssige Injectionsmassen, die einen Zusatz von Leim enthalten und 
daher nur in der Wärme flüssig sind, während sie bei gewöhnlicher 
Temperatur erstarren. 

Die letzteren geben bessere Resultate, das Verfahren ist aber um- 
ständlicher, weil SQwohl die Injectionsmasse , wie das zu injicirende 
Organ auf 40—50® gehalten werden müssen. Das letztere bringt man 
am besten in Wasser von der eben genannten Temperatur. 

Von den zahlreichen Injectionsmassen, die empfohlen worden sind, 
seien hier nur die folgenden angeführt: 

1) Lösliches Berliner Blau 1,0 
Aqua destillata 20,0. 

2) Injectionsflüssigkeit von Cohnheim. 
Anilinblau 1,0 

0,5-proc. Kochsalzlösung 600,0. 

3) Leimmasse und Berliner Blau nach Thiersch; man 
bereitet sich: 

A) eine kaltgesättigte Lösung von schwefelsaurem Eisenoxydul; 
b1 eine kaltgesättigte Lösung von rothem Blutlaugensalz; 

C) eine gesättigte Lösung von Oxalsäure; 

D) eine Lösung von Leim im Verhältniss 2 : 1. 

Es werden nun zunächst 15 g von D mit 6 ccm von A in einer 
ersten Porzellanschale vermischt. Dann werden in einer zweiten Schale 
30 g von D mit 15 ccm von B vermischt, und dann noch 12 ccm von 
C hinzugefügt. 

Nun wird, nachdem die Massen in beiden Schalen auf 30** abge- 
kühlt sind, der Inhalt der ersten Schale tropfenweise und unter be- 
ständigem Umrühren zu dem in der zweiten Schale gegeben. Dann 
wird die ganze intensiv blau gefärbte Masse auf 70 — 100® erhitzt und 
in einem Heisswassertrichter durch Flanell filtrirt. 

4) Kollmai^n's kaltflüssige Karmininjection. 

1 g Karmin wird in wenig Wasser mit 15 Tropfen concentrirtem 
Ammoniak gelöst und mit 20 ccm Glyzerin verdünnt. 

Dazu setzt man eine Mischung von Glyzerin 30 und Kochsalz 1 g. 
Das Ganze wird dann mit der gleichen Menge Wasser verdünnt. 

Zu bemerken ist noch, dass man fertige gute kalt- und warm- 
flüssige Injectionsmassen von Dr. Grübler, Leipzig, Bayersche Strasse 12, 
beziehen kann. 

Hat man eine Leiminjectionsmasse angewandt, so bringt man das 
Organ nach vollendeter Injection in kaltes Wasser, um das Erstarren 
der Injectionsmasse zu beschleunigen, von da wird es in 80-proc. 
Spiritus übertragen. 

Organe, die mit kalt^üssiger Injectionsmasse injicirt sind, werden 
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Serienschnitte. 

Zur mikroskopischen Untersuchung geeignete Schnitte lassen sich 
sowohl von frischen, wie von gehärteten Präparaten gewinnen; gewöhn- 
lich werden sie aber von den letzteren hergestellt, weil sie viel dünner 
und gleichmässiger werden, weil sie sich besser färben und auch besser 
als Dauerpräparate aufgehoben werden können. Man darf es jedoch 
nicht unterlassen, auch Schnitte von frischen Präparaten in Wasser 
oder in 0,6-proc. Kochsalzlösung, eventuell auch nach den übrigen, 
p. 5 angegebenen Methoden, zu untersuchen, da manche Eigenschaften 
der Gewebe sich bei der Härtung ändern. 

Für manche Untersuchungen genügen mit freier Hand geführte 
Schnitte, welche mit einem scharfen, auf beiden Seiten hohl ge- 
schliffenen Rasirmesser ausgeführt werden. Die Schneide des 
Messers muss vollkommen gerade, darf also nicht gebaucht sein. 

Das zu schneidende Object wird mit dem Daumen und dem Zeige- 
finger der linken Hand gefasst, so dass es über die Radialseite des 
Zeigefingers etwas hervorragt. Es wird zunächst eine glatte Schnitt- 
fläche angelegt und von dieser dann möglichst dünne Schnitte ab- 
geschnitten. 

Die Klinge des Messers wird da, wo sie am Griff befestigt ist, 
mit dem Daumen und dem Zeigefinger der rechten Hand gefasst. Sie 
wird dann unter leichter Neigung der Schneide gegen das Präparat 
gezogen, ohne Anwendung irgend eines, auch nur geringen Drucks. 
Das Schneiden geschieht also durch Zug, nicht durch Druck! 

Man gewinnt gleichmässigere Schnitte und erleichtert sich das 
Schneiden, wenn man die Messerklinge auf die Radialseite des linken 
Zeigefingers, welcher das Präparat hält, auflegt und so eine Stütze 
für dieselbe gewinnt. 

Stets muss das Messer ausgiebig befeuchtet sein, und zwar bei 
frischen Präparaten mit Wasser oder schwacheni, bei gehärteten mit 
starkem Spiritus. Von der Messerklinge bringt man die Schnitte in 
eine flache, breite Schale mit Wasser oder dünnem Spiritus. 

Doppelmesser sind entbehrlich. 

Mikrotome. 

Vollkommnere, gleichmässigere und grössere Schnitte erhält man 
durch Anwendung der Mikrotome, von denen hauptsächlich die folgen- 
den in Gebrau(5h sind: 
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1) Zerlegbare Cylindermikrotome aus Metall, mit einer 
Schlussplatte von Stahl Dieselben bestehen aus einem Hohlcylinder, 
dessen Boden durch eine von unten wirkende Schraube gehoben werden 
kann, und der mit dieser Hebung dann auch das Präparat nach oben 
verschiebt. Der Cylinder ist oben mit einer Schlussplatte versehen. 
Das Messer wird beim Schneiden — es eignet sich dazu jedes doppelt 
hoUgeschliffene Rasirmesser mit gerade verlaufender Klinge — mit 
Alkohol befeuchtet, auf die Schlussplatte aufgelegt und ohiie Druck 
über dieselbe so hingezogen, dass seine ganze Schneide, vom Anfang 
bis zum Ende, zur Wirkung konmit. Brauchbar für den Arzt ist nur 
ein zerlegbares Mikrotom, bei welchem der Durchmesser des Hohl- 
cylinders 12 — 18 mm, der Durchmesser der Schlussplatte vom Band 
derselben bis zur centralen Oefl&iung etwa 12 mm beträgt. Bei einem 
solchen Instrument lässt sich jedes Easirmesser mit gerade verlaufender 
Schneide verwenden, während eine grössere Schlussplatte oder eine 
grössere Cylinderweite eigens construirte Messer erfordern. 

Das Cylindermikrotom dient nur zum Schneiden gehärteter Prä- 
parate. Vertragen dieselben, wie dies meist der Fall ist, eine gewisse 
Compression, ohne dass sie sich dabei erheblich verändern, so bettet 
man sie in ein Stück Amyloidleber oder HoUundermark ein, welches 
so zugeschnitten ist, dass es in den Hohlcylinder gerade hineinpasst, 
und schliesst das Ganze zwischen den beiden auseinandergenommenen 
Hälften des Hohlcylinders ein. . 

Darf das Präparat nicht gepresst werden, so giesst man in den 
geschlossenen Hohlcylinder so viel durch Erwärmen flüssig gemachtes 
Solarparaffin ein, als nothwendig ist, um den Boden des Cylinders zu 
bedecken. Dann bringt man das Stück in den Hohlraum und füllt nun 
den seitlich vom Präparat und über demselben frei bleibenden Hohl- 
raum mit flüssigem Paraffin aus. Es handelt sich hier also um eine 
einfache ümgiessung des Präparats mit Paraffin, nicht um eine 
gleichzeitige gründliche Durchtränkung, wie bei der Einbettung. 

Uebrigens kann man das Anhaften des Parafflns am Präparat noch 
dadurch befördern, dass man zuvor das letztere für einige Stunden in 
ein Lösungsmittel des Parafflns: Xylol, Benzin, Bergamottöl u. s. w. 
einlegt. Mit denselben Keagentien wird nachher aus den einzelnen 
Schnitten das Paraffin wieder entfernt. 

Cylindermikrotome mit Halter zum Befestigen am Tisch sind nicht 
praktisch; ebenso sind Mikrotome mit unzerlegbarem Cylinder und 
solche, bei denen die Schlussplatte mit Glas verkleidet ist, nicht zu 
empfehlen. 

2) Die Schlittenmikrotome sind viel vollkommnere Instru- 
mente. Die Schnitte werden dünner, gleichmässiger, und man kann 
viel grössere Schnitte mit ilinen anfertigen. 

Bei den Schlittenmikrotomen wird das Messer in einem Schlitten 
geführt, der auf drei, ganz glatt polirten und gut geölten Schienen 
hin und her bewegt wird. 

Das Präparat wird entweder von unten nach oben direct in einer 
Klammer durch eine Schraube in die Höhe gehoben, oder es kommt 
dadurch langsam um eine gewisse Anzahl von Theilstrichen in die 
Höhe, dass es auf einer schiefen Ebene durch Schraubenvorrichtung 
langsam vorgeschoben wird. 

Das Präparat wird dabei entweder direct in einer Klammer oder 
in einer cylinderartigen, zu seiner Aufnahme bestimmten Vorrichtung 
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in Wasser aufquellen, giesst dann das Wasser ab und kocht die auf- 
gequollene Gelatine mit dem gleichen Volumen Glyzerin, dem man 
gegen spätere Schimmelbildung etwas Campher oder noch besser eine 
Spur Sublimat zugesetzt hat. Die flüssige Masse wird durch Leinwand 
filtrirt und erstarrt dann. Zum Gebrauch macht man jedesmal ein 
erbsengrosses Stückchen derselben auf einem sog. Kartoffelmesser über 
der Flamme flüssig, bringt nun den flüssigen Tropfen auf den Kork 
und setzt das Präparat darauf. In Alkohol wird dann die Masse sehr 
rasch starr und fest. 

Es muss durchaus davor gewarnt werden, die Stücke die man auf 
Kork aufkleben will, zu hoch auszuschneiden. Dieselben sollen nicht 
höher als 8 mm sein, weil sie sich sonst leicht vor dem Messer etwas 
ausbiegen. 

Als Messerstellung empfiehlt sich für die Mehrzahl der Fälle eine 
möglichst spitzwinklige Richtung der Klinge zum Präparat, so dass die 
ganze Klinge zur Wirkung kommt und ausgenutzt wird. Nur bei sehr 
kleinen und sehr harten Präparaten kann die Stellung des Messers sich 
mehr der senkrechten nähern. Allgemein gültige Regeln lassen sich 
übrigens schwer geben; oft muss man verschiedene Stellungen des 
Messers durchprobiren, bis man die für das betreffende Präparat pas- 
sende gefunden hat. 

Auch bei den Schlittenmikrotomen müssen das Messer und das 
Präparat stets mit Spiritus befeuchtet sein, den man mit einem Pinsel 
aufträgt. Besondere Tropfvorrichtungen werden zwar jetzt in mancherlei 
Form zu den einzelnen Mikrotomen construirt, sind aber entbehrlich. 

Man entfernt die Schnitte von dem Messer mittels eines feinen 
Pinsels und überträgt sie in eine Schale mit Wasser oder verdünntem 
Spiritus. Auch mit einer biegsamen, vorn stumpfen silbernen Nadel 
lassen sich die Schnitte sehr gut abnehmen. Man darf mit derselben 
natürlich nicht die Schneide des Messers berühren. 

Paraffinpräparate müssen trocken geschnitten werden. Dabei rollen 
sich dieselben leicht auf. Es sind daher verschiedene Vorrichtungen, 
sog. Schnittstrecker, angegeben worden, um dieses Aufrollen zu 
verhindern, z. B. ein hakenförmig umgebogener, am Messer befestigter 
Draht, dessen vorderer Theil sich über das Präparat hinlegt. Am ein- 
fachsten verhindert man das Aufrollen der Paraffinschnitte durch Auf- 
legen eines schmalen, bandförmigen Streifens Cartonpapier (Visitenkarte), 
init dem die linke Hand den Schnitt an die Fläche des Messers an- 
drückt. Auch ein kleiner Hornspatel kann ähnlich gebraucht werden. 

3) Das GuDDEN'sche Mikrotom ermöglicht es, die Schnitte 
unter Wasser anzufertigen, was namentlich bei sehr grossen Gehim- 
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schnitten erwünscht sein kann. Dasselbe ist so eingerichtet, dass das 

betreffende Präparat in einem Metallcylinder dnrch einen Stempel in 

die Höhe gehoben wird. Dieser Metallcylinder befindet sich mit dem 

Messer in einer Wanne mit Wasser. Zum Befestigen des Stückes in 

dem Cylinder dient eine Umgiessungsmasse von 

Stearin 12 Theile, 

Schweinefett 12 Theile. 

Wachs 1 Theil. 

4) Die Gefriermikrotome verdienen eine gesonderteBesprechung. 
Bei denselben wird das* Präparat auf die obere Fläche einer Metall- 
platte gelegt, gegen deren untere Fläche ein Aetherspray wirkt. 

Die Stückchen für das Gefriermikrotom sollen nicht höher als 4 mm 
sein, weil sie sonst schwer und ungleich frieren. Das Präparat muss, 
bevor man es zum Frieren bringt, vollständig durchwässert sein und 
darf keine Spur von Spiritus mehr enthalten. Die Durchwässerung 
wird bei einer Temparatur von 30" schneller bewirkt, als bei gewöhn- 
licher Temperatur. Im Allgemeinen thut man aber gut, Präparate, die 
in Spiritus gehärtet waren, wenigstens eine Nacht lang in einer reich- 
lichen Menge von Wasser liegen zu lassen. Celloidinpräparate, die in 
80-proc. Spiritus gelegen hatten, müssen ebenfalls für wenigstens 12 bis 
24 Stunden in reichliche Mengen von Wasser übertragen werden. Stücke, 
die in MüLLER'scher Flüssigkeit liegen, können direct, oder nachdem 
sie nur kurze Zeit in Wasser gelegt sind, auf dem Gefriermikrotom 
geschnitten werden. Auch Präparate aus Formalinlösung können direct 
geschnitten werden. Eine Nachhärtung in Spiritus ist für das GeMer- 
mikrotom nicht nothwendip^. 

Das Präparat wird, bis es angefroren ist, mit einem Scalpellstiel 
leicht gegen die Platte angedrückt. Wenn das Präparat nicht fest an- 
friert, so liegt der Grund meistens darin, dass es nicht ganz von Spiritus 
befreit ist, und man bringt dasselbe dann noch einmal für einige Stun- 
den in Wasser zurück; oft kann man sich auch dadurch helfen, dass 
man an diejenige Stelle, wo sich zwischen Präparat und Metallplatte 
ein spaltförmiger Raum zeigt, mit dem Nadelstiel noch einen Tropfen 
Wasser bringt. Auch kann man die untere Fläche des Präparats mit 
einer dünnen Schicht flüssigen Leims bestreichen. Das Stück soll voll- 
ständig durchfroren sein, es darf aber andererseits nicht zu hart sein, 
sonst fasst das Messer nicht ordentlich, und es erhalten oft auch die 
einzelnen Schnitte ein streiflges Aussehen. 

Das Object legt man auf der Platte des Gefriermikrotoms so auf, 
dass das Messer das Präparat zunächst an einer Ecke, nicht von einer 
ganzen Seite aus fasst. 

Man überträgt die Schnitte vom Messer am besten zunächst in 
dünnen, etwa 80-proc. Spiritus, weil sie sich dann später besser auf- 
rollen, als wenn man sie direct in Wasser bringt. 

Die Gefriermikrotome haben für frische, der Leiche entnommene 
Stücke nur einen bedingten Werth, weil bei dem Gefrieren die Structur 
der Gewebe so bedeutende Veränderungen erleidet, dass man von der 
Vornahme einer feineren Untersuchung meist absehen muss. Sehr 
brauchbar ist das Gefriermikrotom dagegen zur Anfertigung von 
Schnitten bei Stücken, die in MüLLER'scher Flüssigkeit vollkommen 
ausgehärtet sind. Diese werdeij durch das Frieren gar nicht ver- 
ändert, und es ist das Verfahren andererseits sehr bequem, weil gar 



Digitized by 



Google 



Mechaniker Schanze, Leipzig. 

Serienschnitte. 

Eine besondere Technik erfordert die Anfertigung von Serien- 
schnitten. 

1) Für Celloidinpr äparat e bedient man sich dazu am besten des 
Weigebt' sehen Verfahrens. Man schneidet sich schmale Streifen 
von Ciosetpapier, deren Breite den Durchmesser der aufzulegenden 
Schnitte etwa um das Doppelte übertrifft. Der Schnitt wii^d nun, wenn 
er sich nicht von selbst dicht an die Schneide des Messers anlegt, 
vorsichtig mit der Nadel dorthin gerückt. Dann legt man den Papier- 
streifen von oben her auf den Schnitt und zieht ihn mit letzterem 
wagerecht oder ein klein wenig nach oben abhebend in der Richtung 
der Messerfläche nach links hin fort. Das Abziehen gelingt aber nur, 
wenn der Schnitt nicht in gar zu viel Spiritus schwimmt. Der nächste 
Schnitt komtiit auf dem Papierstreifen immer an die rechte Seite des 
vorigen. Die Streifen müssen nun, während die einzelnen Schnitte 
aufgelegt werden, namentlich aber auch dann, wenn sie die ent- 
sprechende Anzahl von Schnitten aufgenommen haben und weitere 
Streifen präparirt werden, feucht gehalten werden. Zu dem Zwecke 
stellt man neben dem Mikrotom einen flachen Teller auf^ der mit einer ein- 
fachen Lage von spiritusdurchtränktem Fliesspapier und darüber mit 
einem Blatt Ciosetpapier versehen ist. Auf dieses legt man die ein- 
zelnen Streifen so, dass die Präparate nach oben sehen. 

Ist das ganze Stück geschnitten, so bringt man jeden Papier- 
streifen, die Präparate nach unten, auf eine Glasplatte, die man vorher 
mit einer dünnen CoUodiumschicht bedeckt hat, und drückt ihn dort 
ganz sanft an. Dann gelingt es leicht, die Papierstreifen so abzuziehen, 
dass die Schnitte in richtiger Reihenfolge auf der CoUodiumschicht 
haften bleiben. Ist noch Flüssigkeit auf der Oberfläche vorhanden, so 
entfernt man diese, ohne jedoch die Schnitte ganz trocken werden zu 
lassen. Sofort bedeckt man dann die Schnitte mit einer zweiten, 
ebenfalls dünnen und gleichmässigen CoUodiumschicht und stellt dann 
die Platte auf die Kante, um die folgenden weiter zu behandeln. Man 
markirt dann noch die Reihenfolge der Schnitte durch einen feinen in 
Methylenblau getauchten Stift. 

Bringt man nun die so behandelten Glasplatten in Färbeflüssigkeit 
— es ist zunächst die WEiGERT'sche Hämatoxylinlösung zur Färbung 
des Centralnervensystems vorgesehen — so lösst sich sehr bald die 
ganze CoUodiummasse mit den eingeschlossenen Schnitten von der 
Unterlage ab. 
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Serienschnitte. 29 

Nach beendeter Färbung kann man die CoUodiumplatten in 
passender Weise unter Wasser mit der Scheere zerschneiden; sie 
kommen dann in 96-proc. (nicht absoluten!) Alkohol. Die Sclmitte 
dürfen nicht in Nelkenöl aufgehellt werden, und da auch Origanumöl 
wegen seiner grossen Empfindlichkeit gegen Wasserreste unbequem 
ist, so hellt man die Schnitte auf in einer Mischung von Xylol 3, 
Acidum carbolic. pur. 1. Auf den Boden der Flasche, in der 
man diese Mischung, die immer wieder gebraucht werden kann, auf- 
bewahrt, bringt man etwas ausgeglühtes weisses Kupfervitriol. Wenn 
sich dasselbe bläut, wird es durch neues ersetzt oder von neuem aus- 
geglüht. 

2) Serienschnitte von Paraffinpräparaten fertigt man 
in der Weise an, dass man die Schnitte in bestimmter Reihenfolge auf 
Objectträgem aufklebt, die mit einer Mischung von Nelkenöl und 
Coilodium 3: 1 bestrichen sind. Das weitere Verlahren, Entfernung 
des Paraffins, Färben etc. ist dasselbe, wie p. 20 angegeben wurde. 
Die einzelnen Objectträger kann man numeriren. Sind die Präparate 
nicht vorgefärbt, so färbt man auf dem Objectträger. Ein dem 
WEiGERT'schen nachgebildetes Verfahren, welches sich dann empfiehlt, 
wenn die Schnitte so gross sind, dass man nicht eine ganze Anzahl 
derselben auf einem Objectträger unterbringen kann, hat Strasser 
angegeben. 

Man stellt sich Papiergummicollodiumplatten her, welche die 
Rolle der WEiGERT'schen Collodiumglasplatten übernehmen, indem man 
gut ausgespanntes Schreibpapier mit einer Mischung von 4 Theilen 
des offlcineUen Mucilag. Gumm. Arabic. und 1 Theil Glycerin bestreicht. 
Ist das Papier trocken geworden, so streicht man möglichst schnell 
Coilodium darüber, welches bis zur Consistenz des gewöhnlichen Glyzerins 
durch Aether verdünnt ist, und dem Vioo Volumtheil Ricinusöl zuge- 
setzt ist. Dieser Anstrich wird mehrmals wiederholt. Vor dem Schneiden 
des Parafftnstückes wird nun auf die so beschaffene PapiergummicoUo- 
diumplatte eine Klebemasse aufgetragen von 

Coilodium 2 Volumtheile 

Aether 2 „ 

Ricinusöl 3 „ 

Die Schnitte werden möglichst glatt auf diese Klebemasse aufgelegt 
und dann mit ebenderselben Klebemasse bedeckt. 

Zur Entfernung des Paraffins werden nun die Platten für eine 
halbe bis mehrere Stunden in Terpentinöl gebracht und von da in 
Chloroform übertragen. Aus dem Chloroform kommen die Platten 
noch 15 Minuten in 80-proc. — 85-proc. Alkohol. Bringt man nun 
die Platten vor der Färbung in Wasser oder 10-proc. Spiritus, so löst 
sich der Gummi und mit ihm die Papierplatte ab, und es kann dann 
in derselben Weise verfahren werden, wie bei der WEiGERT'schen 
Methode. Selbstverständlich kann die Entfernung des Papiers nur in 
wässeriger Farbstofflösung vor sich gehen. 

3) In neuester Zeit hat Darkschewitsch eine verhältnissmässig 
einfache Methode angegeben, um Schnittserien anzufertigen und in ihrer 
Reihenfolge aufzubewahren. 

Ein Glascylinder oder ein Glasgefäss von dem ungefähren Umfang 
der zu bearbeitenden Schnitte wird mit Spiritus gefüllt. Darauf 
schneidet man sich aus Löschpapier Scheiben von solcher Grösse, dass 
sie gut in das Glasgefäss passen. Diese Scheiben werden mit einem 
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Tellern zur Einwirkung gebracht werden. Die Schnitte lösen sich 
von selbst nicht wieder von ihrer Unterlage ab. 

Auch viereckige Glaskasten, die in eine grosse Anzahl kleinerer 
Quadrate abgetheüt sind, kommen zur Verwendung, um Serienschnitte 
anzufertigen. 



Achtes Capitel. 

Behandlung mikroskopischer Präparate mit Reagentien 

und Färbemitteln. 

Wenn man Schnitte von gehärteten Präparaten im ungefärbten 
Zustande untersucht, so können zur Erleichterung der Untersuchung 
alle bei der Untersuchung frischer Präparate in Cap. n angeführten 
Reagentien zur Anwendung kommen. Die Untersuchung wird in reinem 
Glyzerin oder in mit der Hälfte Wasser verdünntem Glyzerin vorge- 
nommen. 

Als Isolationsmethoden für Schnitte sind noch das Auspinseln oder 
Ausschütteln und die künstliche Verdauung zu erwähnen. 

Die Methode des Auspinselns oder Ausschütteins kommt nament- 
lich in Betracht, wenn man den bindegewebigen Stützapparat von 
drüsigen Organen, oder wenn man das Stroma von Geschwülsten, be- 
sonders von Carcinomen, isolirt, nach] Entfernung der. Zellen unter- 
suchen will • 

Beim Auspinseln verfährt man so, dass man den auf dem 
Objectträger ausgebreiteten Schnitt an einer Seite mit der Präparir- 
nadel festhält und nun mit einem feinen Pinsel vorsichtig und wieder- 
holt von der Nadel an nach der entgegengesetzten Seite hinfährt und 
so nach und nach alle Zellen entfernt. Man kann auch, genau in der- 
selben Weise, das Auspinseln in einem Schälchen mit Wasser vornehmen 

Zum Ausschütteln bringt man den Schnitt in ein Reagenzglas 
welches zum Theil mit Wasser gefüllt ist, und schüttelt so lange, bis 
die Zellen ausgefallen sind. 

Bei der Methode der künstlichen Verdauung, die übrigens 
eine ausgedehntere Verwendung in der pathologisch-histologischen 
Technik nicht gefunden hat, setzt man die Schnitte oder Stückchen 
mehrere Tage lang bei Brütofentemperatur der Einwirkung einer Trypsin- 
lösung aus. Dann werden die Objecte in einem Reagenzglas mit Wasser 
ordentlich geschüttelt und schliesslich in Kochsalzlösung untersucht. 

Die Trypsinlösung stellt man sich in der Weise her, dass man ein 
frisches Rinderpankreas im Extractionsapparat so lange mit Alkohol und 
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mancüinai scnon oei aer einiacnen jf aroung nervor, maem nur ein( 
stimmte Gewebsart durch den Farbstoff überhaupt oder doch ganz 
zugweise gefärbt wird. In anderen Fällen nehmen bei der Fär] 
zunächst alle Gewebe eines Schnitts gleichmässig die Farbe an ; es 
hält sie aber bei Anwendung bestimmter Entßlrbungsmittel nui 
Gewebe, während die anderen, die vorher ebenfalls die Farbe a 
nommen hatten, diese wieder abgeben. 

Von ganz besonderer Wichtigkeit ist die Thatsache, dass sich 
die Bestandtheile der einzelnen Zelle, Protoplasma und Kern, Färbst 
gegenüber verschieden verhalten, und es spielen diejenigen Farbs 
die entweder ausschliesslich oder ganz vorzugsweise den Kern fäi 
während das Protoplasma ungefärbt bleibt oder nur einen ganzschwa 
Farbenton annimmt, die sog. Kernfärbungsmittel, in der h 
logischen Technik eine hervorragende Eolle. Man kann die durch 
bungen erzielbare Differenzirung der Gewebe noch vermehren, wenn 
Doppelfärbungen anwendet, d. h. nach einander oder auch gleichz 
in ein und derselben Lösung zwei verschiedene Farben einwirken 1 
die entweder verschiedene Gewebe färben, oder die, wenn es sich ha 
sächlich um Zellen handelt, Protoplasma und Kern mit yerschied« 
Farben hervortreten lassen. 

Für die Anwendung der Färbemittel lassen sich folgende allgem 
Grundsätze aufstellen: 

1) Alle Farbflüssigkeiten müssen vor dem jedesmaligen Gebn 
filtrirt werden. Es ist deshalb praktisch, jede Flasche für sich 
einem kleinen Glastrichter, in dem ein Filter steckt, zu verschlies 
Dieses Filter kann dann für die betreffende Farblösung meist { 
Wochen lang gebraucht werden. 

2) In der Farbflüssigkeit müssen die Schnitte möglichst ausgebe 
liegen, und es dürfen nicht mehrere Schnitte fest über einander lie 
weil sonst oft einzelne Stellen noch nicht hinreichend gefärbt \ 
während andere Stellen, die ausgiebiger mit der Farblösung in 
rührung gekommen sind, schon genügend oder sogar überfarbt i 
Es empfiehlt sich daher auch, die Schnitte in der Farblösung mit 

^) Bezugsquellen für Farben, sowie für die übrigen bei mikroskopis 
Untersuchungen gebräuchlichen Beagentien sind ausser vielen ande 
Dr. Grübler, Leipzig, Bayersche Strasse; G. König, Berlin, Dorotfa 
Strasse 35. 

Hämatoxylin und Karmin kann man auch aus den Apotheken bezie 
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- . ,^ sü luem- aus, ais uer jiiiusciJiuss vuu jraparaLeu lu iri 

-■ -. pathologischen Histologie überhaupt selten angewandt w 

Schnitte, die in Anilinfarben gefärbt sind, sollen nicl 

, - . '. conservirt werden, weil dasselbe dSe Anilinfarben nach u 

* ' ' zieht. Eine Ausnahme machen nur die mit Bismarckbr 

specifischen (Anilin-)Amyloidreactionen gefärbten Schnitt« 

' ^ - -• Bei dem EinscMuss in Kali acetleum (gesättigte Lc 

j*^ Verfahren dasselbe^ Kali aceticum empfiehlt sich namen 

'■ -- ' parate, die mit Anilinfarben gefärbt sind, wenn der sons 

zuziehende Eanadabalsam nicht zur Anwendung kommen 

- 'SiQy. Osmiumpräparate, durch welche Glyzerin gebräunt wir 

.^-- r^ werden in Kali aceticum eingelegt. 

- üjj Der Einschluss in Eanadabalsam, der in Xylol gelö 

^^ * : in der pathologischen Histologie am meisten angewendete. 

aber nothwendig, dass die Schnitte erst vollkommen e 

sind, weil sie sich sonst in dem Kanadabalsam trüben. 

'-■f ii Die Entwässerung geschieht so, dass man den Schi 

Wasser zuerst für 3 — 5 Minuten in den käuflichen 96- 

und dann ebenso lange in absoluten Alkohol bringt, dessei 

natürlich nach der Anzahl der zu entwässernden Schnitti 

die Schnitte, die aus dem Wasser konujien, die Neigung 1 

starkem Spiritus zu kräuseln, so n^uss man sie in dei 

Wasser auf ein untergeschobenes StüakchenJHfeaipapier s 

mit diesem in Spiritus übertragen , od^ ml^HESinn — y 

und weniger zeitraubend ist — die fflfej^r^Rig auf de 

^ werkstelligen, indem man den Spatel imT|P|[jp5l unter den 

,;;^ wegzieht, wenn derselbe etwas starr geworden ist. Et^^ 

rigens das Aufkräuseln des Schnittes auch schon dadurc 

dass man denselben zunächst in 96-proc. und dann erst 

Alkohol bringt und ihn hier sofort mit der Nadel ordentli 

Es ist diese Vorschrift entschieden mehr zu empfehlen, i 

^ soluten Alkohol anzuwenden und diesen noch einmal zu 

-^ Da der absolute Alkohol sich nicht gut direct mi 

^ kanadabalsam verbindet, so wird der Schnitt aus dem Alk 

,^ noch für 1 — 3 Minuten in ein Reagens gebracht, welches e 

p^ mit dem Alkohol, andererseits aber auch gut mit dem I 

verbindet, und welches weiterhin die zweite sehr wicht] 

, besitzt, die Präparate aufzuhellen und durchsichtiger zu 

Solche Auf hellungsmittel sind eine Reihe von äthej 

Terpentinöl Avird jetzt nur noch selten angewand 

Präparaten, die mit Berlinerblau injicirt sind, einen schöne 

Ton Kahlden, Technik der histoIogiBchen Untersuchung. 4. Aufl. 
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bis mehrere Stunden lang, kann man aber auch dickere Schnitte noch 
so durchsichtig machen, dass sie ganz gut mit starker Vergrösserung 
untersucht werden können. 

Man kann den Schnitt in einem Tropfen Oel auf dem Objectträger 
ausbreiten. Hat man aber viele Schnitte einzulegen, so ist es bequemer, 
wenn man die Präparate aus dem Alkohol in eine Schale mit dem be- 
treffenden Oel bringt und sie aus diesem dann mit dem Spatel auf den 
Objectträger überträgt. Dann wird das überschüssige Oel durch Fliess- 
papier vorsichtig entfernt, und schliesslich der Schnitt mit einem Tropfen 
Kanadabalsam bedeckt und ein Deckglas aufgelegt. Wenn der Kanada- 
baisam dickflüssig ist, so beschleunigt man seine gleichmässigeVerthei- 
lung dadurch, dass man den Objectträger ganz leicht über der Spiritus- 
flamme erwärmt. Ist der Kanadabal^m dünnflüssig, so lässt man die 
Präparate einige Tage frei an der Luft, aber vor Staub geschützt, liegen, 
damit der Balsam eintrocknet. 

Die verschiedenen - Manipulationen, die ein zu färbender und in 
Kanadabalsam einzulegender Schnitt durchzumachen hat, sind also 
folgende: 

1) Färben. •• 

2) 1 irtem Wasser. 

3 ) I )-proc. Spiritus, 3 — 5 Minuten. 

4) I )luten Alkohol, 2 — 5 Minuten. 

5) I 
6J A 

7) 1 mit FHesspapier. 

8) Kanadabalsam; Bedecken mit Deckglas. 

9) Eventuell leichtes Erwärmen des Objectträgers. 

Die Kernfärbungen. 
Hämatoxylinalaun : 

Bereitung: Die käuflichen Hämatoxylinkrystalle werden in einer 
geringen Menge absoluten Alkohols gelöst. Am besten ist es, wenn die 
Lösung ganz concentrirt ist und nochKrystalle im Ueberschuss enthält. 
Von dieser Lösung setzt man zu einer 1-proc. wässerigen Alaunlösung 
so viel zu, bis dieselbe ein hellblaues bis hellviolettes Aussehen hat. 
Darauf setzt man die Lösung offen dem Licht aus, wo sie unter der Ein- 
wirkung des Sauerstoffs in einigen Tagen eine gesättigte blaue Farbe 
annimmt. Dann ist sie zur Färbung geeignet. Als Maassstab für die 
Quantität der zuzufügenden alkoholischen Hämatoxylinlösung kann dienen, 
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jjie Jt^arDung aer öcnnitte ernait sicn viele janre lang | 
ändert. Die Kerne zeigen eine intensiv blaue oder m 
Färbung, das Protoplasma dagegen nur einen ganz bla 
Farbenton. 

Wenn die Hämatoxylinlösung noch frisch ist, so ßtrl 
Schnitte langsam; sie dunkeln aber, worauf immer Eücksich 
ist, in Wasser stark nach. Wenn die Lösung älter ist, s 
meist schon in 1, oft sogar schon in V9 Minute, und es en 
deshalb, den Effect der Färbung dadurch zu controliren, 
kurzen Zwischenräumen einen Schnitt in destillirtes Wassei 
zu sehen, wie stark die Färbung geworden ist. Zur vorläu 
tirung kann man einen Schnitt sofort nach dem Auswaschen 
oder nach vorheriger Entwässerung in einen Tropfen Nelk< 
und untersuchen. Wenn es aber die Zeit irgendwie erlau 
man die Schnitte, nachdem sie sorgföltig ausgewaschen sind, 
stens 12 Stunden im Wasser lassen. Durch das Auswässe 
Farbe fixirt, während sonst die Schnitte oft noch, wenn t 
Kanadabalsam eingebettet sind, nachdunkeln. 

Sind die Schnitte in der Farblösung zu dunkel ge^ 
namentlich bei älteren Lösungen ) 
Theil der Farbe dadurch wieder e 
mehrere Stunden in 1-proc. wässerige 
ist es aber unbedingt nothwendig, < 
in destiUirtem Wasser zu belassen, 

Der Contact mit Säure muss b 
vermieden werden. 

Die Hämatoxylinalaunlösung ha 
bis zu Va Jahr. Wenn ihr Farben 
nicht mehr brauchbar und muss dann frisch bereitet werd 

Ehblich's saures Hämatoxylin. 

Bereitung: Hämatoxylin 2,0 

Alkohol absolut. 60,0 

Der Lösung hinzufügen : 

^^y^^^^ ^^^\ mitAlai 

destillirtes Wasser 60,0/ ^^^^^^ 

Eisessig 3,0 

Anwendung: 

1^ Färben 4—5 Minuten lang. 

2) Auswaschen in Wasser. 

3) Alkohol — Oel — Kanadabalsam. 
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auch zum Durchförben ganzer Stücke, die dann nach dem Auswaschen 
in Wasser in Alkohol von steigender Concentration gehärtet und schliess- 
lich eingebettet werden. Die Präparate erscheinen dunkelschwarz, die 
Schnitte dürfen daher nicht zu dick sein. 

Apathy hat eine Modification der HEiDENHAiN'schen Methode an- 
gegeben, welche den langen Contact des Objects mit wässeriger Lösung 
vermeiden soll. Er wendet 0,5-proc. alkoholische Lösung von Hämato- 
xylin an und ebenso eine alkoholische Lösung von doppelt chrom- 
saurem Kali, die dadurch bereitet wird, dass man zu einer 5-proc. 
wässerigen Lösung von doppeltchromsaurem Kali das doppelte Volum 
von absolutem Alkohol hinzufügt. 

Sonst ist das Verfahren dasselbe wie bei der HEiDENHAiN'schen 
Methode. 

Alaunkarmin. 

Bereitung: 2 — 5 g Karmin werden mit 100 g 5-proc. Alaunlösung 
^2 — 1 Stunde lang gekocht Nach dem Erkalten wird flltrirt. 
Anw( 
1) 1 lang. 

2)1 
3)i 
Die K schön violettroth geßlrbt 

Dabei trit nlösung von Vortheil ist, 

keine Ueb( tte mehrere Stunden lang 

in der Fai ert nicht so viel Zeit wie 

bei der Hä ^ ^^ < schliesslich nicht so em- 

pfindlich gegen Säure. Für schwer färbbare Objecte ist sie dagegen 
nicht zu empfehlen. 
Lithionkarmin. 
Bereitung: Karmin 2,5—5,0. 

Gesättigte wässerige Lösung von Lithion carbonicum 100,0. 
Anwendung: 

Färben 2 — 3 Minuten lang. 

Auswaschen V^ — 1 Minute lang in Salzsäurespiritus = 
conc. Salzsäure 1,0 + 70 proc. Alkohol 100,0. 
3^ Entsäuern in reichlichem destilliiiiem Wasser. 
4) Alkohol — Oel — Kanadabalsam. 
Die Lithionkarminfärbung verleiht dem Kern eine intensiv rothe 
Farbe. Sie ist ein sehr sicheres Kemfärbemittel, welches auch bei 
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1) Fl 

2) V; 



jsorax&annin. 

Bereitung: Karmin 0,5 

Borax 2,0 

Aqua destillata 100,0 
gemischt und bis zum Kochen erwärmt. Unter fortwährend 
wird zugesetzt 

Acid. acetic. dilut (Pharm. Germ.) 4,5. 
Dann 24 Stunden stehen lassen und filtriren. 
Anwendung: 

Färben 5 — 15 Minuten lang. 
Va— 1 Minute lang Auswaschen in Salzsäurespi: 
Spiritus (70 Proc.) 100]. 
3^ Gründliches Entsäuern in Wasser. 

4) Alkohol — Oel — Kanadabalsam. 
Boraxkarmin giebt eine ähnliche Färbung wie Lithic 

Farbe ist aber nicht ganz so intensiv. 

Fikrokarmin. 

Bereitung: Karmin ' 1,0 

Liquor. Ammon. caust. 5,0 
Aqua destillata 50,0 

Nach erfolgt 
Gesättigte -^ 
Man lässt d 
stehen, bis alles . 
Anwendui 

1) Färben 

2) Auswas 
durch I 

3) Auswas 

säure leicht gelb gefärbt ist. 
4^ Entwässern in durch Pikrinsäure gelb gefärbte 

5) Oel — Kanadabalsam. 

Die Pikrokarminlösung hat, wenn man in der angeg( 
verfährt und dem Glyzerin, Wasser und Alkohol etwas Pi 
setzt, den Vortheil, dass sie eine haltbare Doppelfärbung 
die Kerne braunroth erscheinen, während das Protoplasma 
wird. Ein weiterer Vortheil besteht darin, dass auch hyal 
degenerirte Gewebe einen intensiv gelben Farbenton anne 
das Protoplasma der quergestreiften Muskeln und Hornsu 
durch ihre deutliche Gelbfärbung stark hervor. 

Zu bemerken ist noch, dass die von Dr. Grübler ir 
zogene WEiGERT'sche Pikrokarminlösung sehr zuverlässig 
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triyzerin ou,u 

AqiL destill. 60,0 

Alkohol 15,0 

Anwendung: Die BEALE'sche Karrainlösung wird vorzugsweise 
zur Durchßlrbung ganzer Stücke angewandt. Zu dem Zwecke müssen 
die Stücke je nach ihrer Dicke 2 — 8 Tage in der Lösung verbleiben, 
danach werden sie in Wasser ausgewaschen, kommen zur Nachhärtung 
in Alkohol und werden dann eiagebettet. Die einzelnen Schnitte können 
später sofort eingelegt werden. 

Bismarckbraun. 

Bereitung: 

a) Entweder gesättigte wässerige, durch Kochen dargestellte 
Lösung = 3 — 4-proc., filtrirt. 

b) Oder concentrirte alkoholische Lösung in 40-proc. Alkohol 
= 2 — lV2-proc. 

Anwendung: 

1) Färben 5 Minuten lang. 

2) Auswaschen in starkem Spiritus. 

3) Alkohol — Oel — ^Kanadabalsam. 

Das Bismarckbraun verleiht den Kernen eine schön braune Farbe. 
Sind Bakterien in dem ö^s^ebe vorhanden, so werden diese noch in- 
tensiver braun gefä4ft4i^^ia» Protoplasma erhält einen hellbräunlichen 
Farbenton. Die wlßseipl^find alkoholische Lösung wirken in gleicher 
Weise.. Eine UebMrfa^KJf tritt nicht ein. Die mit Bismarckbraun 
gefärbten Präparat^Äpien sich besonders gut für die photographische 
ßeproduction. Man kann statt in starkem Spiritus auch in Salzsäure- 
(l-proc.)spiritus auswaschen. 

Ausser dem Bismarckbraun sind nur wenige Anilinfarben als 
Kernfärbemittel im Gebrauch, obschon die meisten als solche verwandt 
werden können. Sie fölrben an und für sich diffus ; die DifiFerenzirung 
der Kerne tritt erst durch Auswaschen in absolutem Alkohol ein. Die . 
Färbung ist nicht so haltbar, wie die durch HämatoxyUn und die ver- 
schiedenen KarminlösuDgen bewirkte. Empfehlenswerth sind unter den 
Kernfärbungen mit Anilinfarben noch die mit Gentianaviolett und die 
HEiDENHAiN-BiONDi'sche Färbuug, die der EHRLicn'schen Blutfärbung 
(s. p. 39) nachgebildet ist. Dieselbe ist aber nicht haltbar. 

Oentianavlolett. 

Bereitung: 1-proc. wässerige oder 1— 2-proc. alkohol. Lösung. 
Anwendung: 

1) Färben 3 — 5 Minuten lang. 
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Färbung von Biondi-Heidenhain. 39 

2) AusTViaschen in Alkohol, bis der Schnitt eine hellblaue 
Farbe hat. 

3) Absoluter Alkohol, Xylol, Kanadabalsam. 

Oft wird die Kemfärbung noch deutlicher, wenn man den Schnitt 
aus der Farbe zunächst höchstens für Va Minute in eine %'^toc. 
wässerige Essigsäurelösung bringt und dann erst in Spiritus auswäscht. 

Biondi-Heidenhain's Färbung. 

Bereituüg: Gesättigte wässerige Orangelösung filtrirt, 100 ccm 
Gesättigte Säure-Fuchsinlösung 20 „ 

Metylgrün 50 „ 

Zur Darstellung der einzelnen gesättigten Lösungen ist es noth- 
wendig, dass man dieselben mit einem Ueberschuss von Farbstoff mehrere 
Tage stehen lässt. Die Lösung wird zur Färbung im Verhältniss 1 : 100 
verdünnt und muss dann durch Essigsäurezusatz deutlich stärker roth 
werden. Auf Fliesspapier muss sie einen Fleck machen, der in der 
Mitte blaugrün, nach den Rändern zu aber orange erscheint. Wird 
die orange Zone von einer breiteren rothen umgeben, so enthält die 
Lösung zu viel Fuchsin. Wenn ältere Lösungen an Färbekraft ein- 
gebüsst haben, so kann man oft dieselbe dadurch wieder herstellen, 
dass man eine ganz minimale Menge von Essigsäure zugiebt. Man 
taucht einen Glasstab in Essigsäure, schwenkt ihn in der Luft einige 
Male hin und her und bringt dann den noch anhaftenden Rest von 
Säure zu der Farblösung 

Am besten bezieht man die nach den Angaben von Heidenhain 
hergestellte Lösung von Dr. Grübler in Leipzig. 

Anwendung: 
1^ Härtung in Sublimat (s. p. 11). 

2) Färbung 6—24 Stunden lang in der verdünnten Lösung. 

3) Kurzes Auswaschen in 90-proc. Alkohol. 

4) Entwässern in absolutem Alkohol. 

5) Xylol, Kanadabalsam. 

In Theilung begriffene Kerne, sowie die fragmentirten Kerne der 
Leukocyten sind intensiv grünviolett, die ruhenden Kerne blau ge- 
färbt, die rothen Blutkörperchen roth. 

Die Methode eignet sich namentlich sehr gut für Präparate, die 
viele Leukocyten enthalten. Sie ist ursprünglich nur für Paraffinschnitte 
und für Färbungen auf dem Objectträger angegeben. Man kann aber 
auch einzelne Celloidinschnitte, ohne sie auf dem Objectträger zu fixiren, 
in der Lösung färben. Wenn die Schnitte sehr dünn sind, braucht 
man das Celloidin nicht vorher zu entfernen. Bei dickeren Schnitten 
wirkt dagegen seine Gegenwart störend, weil es sich nur theilweise 
entfärbt. 

Für drüsige Organe empfiehlt Nikiforoff ganz besonders die 
von Ehblich für Färbung der eosinophilen Zellen angegebene Farben- 
mischung: 

Aurantia 

Indulin 

Eosin ana 2,0. 

Glyzerin 30,0. 
Die Stücke werden in Sublimat gehärtet; in Paraffin eingebettet; die 
Schnitte werden auf dem Objectträger gefärbt. 
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einem ofiFenen Kolben so lange gekocht, bis das Ammoniak verflüchtigt 
ist. Der Kolben bleibt offen stehen, bis er nach einigen Wochen einen 
rothen Bodensatz zeigt. Dann wird filtrirt. Die Flüssigkeit färbt mit 
zunehmendem Alter immer besser. Man filtrirt daher die gebrauchte 
Lösung immer wieder zurück. 

HoNEGGER empfiehlt folgende Bereitungsweise, durch welche die 
Flüssigkeit sofort färbekräftig werden soll: das Karminpulver wird mit 
nur soviel Ammoniak, als unumgänglich nothwendig ist, zu einem dicken 
Brei verrieben, dann an der Wand der Eeibschale dünn vertheilt und 
dem Austrocknen überlassen ; die so erhaltene Masse wird fein pulveri- 
sirt, noch etwa 24 Stunden lang der Luft ausgesetzt und dann in kaltem 
Wasser gelöst. 

Anwendung: Von der concentrirten Farbflüssigkeit stellt man 
sich durch Einträufeln in Wasser eine hellrothe Lösung dar und färbt 
in dieser, bis die Schnitte eine deutlich rothe Farbe bekommen haben. 
Die Färbung gelingt am besten, wenn man die Schnitte lange Zeit, 
bis 12 Stunden, in einer sehr verdünnten Lösung liegen lässt. Bei 
Mangel an Zeit kann man die Färbung aber auch in einer concentrirten 
Lösung bewirken, in welcher der hinreichende Farbenton gewöhnlich 
in 20 bis 30 Minuten erreicht wird. 

Danach wird gründlich in Wasser ausgewaschen. 

Doppelfärbung mit Hämatoxylin und Karmin wird 
stets in der Weise vorgenommen, dass man zuerst mit Hämato- 
xylin und dann mit Karmin färbt. Nach der Hämatoxylin- 
farbung müssen die Schnitte mindestens 6, besser noch 12 Stunden 
ausgewässert werden. Dann erst wird in Karmin gefärbt und nochmals 
in Wasser sorgfältig ausgewaschen. 

Eosin, wässerige Lösung. 

Bereitung: Von einer concentrirten wässerigen oder Spirituosen 

Lösung von Eosin tropft man so viel in eine Schale mit Wasser, dass 

eine hellrothe Färbung entsteht, die etwa 1 : 1000 — 1500 Eosin enthält. 

Anwendung: 

1) Färben, wenige Minuten, bis die Schnitte eine rothe Farbe 

haben. 
2^ Abspülen in Wasser. 

3} Entwässerung in Alkohol; nicht länger, als nothwendig ist, 
weil der Alkohol das Eosin nach und nach wieder auszieht. 
4) Oel (kein Bergamottöl), Kanadabalsam. 
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Eosin, alkohol. Lösung. Pikrinsäure, van GiESON'sche Färbung. 41 

Eosin, alkoholische Lösung. 

Bereitung: Von einer concentrirten alkoholischen Lösung von 
Eosin wird tropfenweise so viel in absoluten AUcohol gegeben, bis der- 
selbe eine rosarothe Farbe angenommen hat. 

Anwendung: 

1) Färbung der vorher in 96-proc. Spiritus übertragenen Schnitte 
einige Minuten bis mehrere Stunden lang. 

2) Auswaschen in 96-proc. Spiritus bis der gewünschte Farbenton 
vorhanden ist. 

3) Alkohol, Oel, Kanadabalsam. 

Die Zeit, in welcher die Eosinfärbung zu Stande kommt, ist sehr 
verschieden, so dass sich in dieser Beziehung bestimmte Kegeln kaum 
geben lassen; manchmal ist eine Einwirkung der Farblösung bis 24 
Stunden lang zweckmässig. 

Die alkoholische Lösung des Eosins förbt gleichmässiger als die 
wässerige. Eosin färbt die rothen Blutkörperchen rosaroth bis kupfer- 
roth, namentlich in Präparaten, die in Formalin oder auch in Sublimat 
gehär,tet sind. Der Gefässinhalt tritt deshalb an Eosinpräparaten be- 
sonders deutlich hervor. Ausserdem giebt es den Geweben eine diffus 
rothe Färbung. Das Eosin kommt deshalb für sich allein selten zur An- 
wendung ; meist wird esbeiDoi)pelfärbungen gebraucht , und zwar 
eignet es sich am besten zu Combinationen mit Hämatoxylin und mit 
Alaunkarmin. Auch zusammen mit Gentianaviolett kann es angewendet 
werden. Die Doppelförbungen mit Eosin werden ebenfalls so ausgeführt, 
dass zuerst das Kernfärbungsmittel einwirkt und dann erst die Eosin- 
lösui^. Man tropft dann zu dem absoluten Alkohol, in dem die mit Häma- 
toxylin etc. gefärbten Präparate entwässert werden, das entsprechende 
Quantum alkoholischer Eosinlösung hinzu und wäscht noch einmal in 
reinem Alkohol aus. Manche nehmen auch die Färbung mit Eosin so 
vor, dass sie dem zui* Aufhellung bestimmten Nelken- oder Origanumöl 
etwas Eosin zusetzen. Oft nimmt auch in unerwünschter Weise das Nelken- 
öl, wenn man viele Eosinpräparate in demselben aufgehellt hat, von selbst 
eine Eosinßlrbung an, die sich dann allen weiteren Präparaten mittheilt. 

Man hat auch zu Hämatoxylinlösungen direct Eosin zugesetzt, um 
in ein und derselben Lösung die Doppelfärbung zu erzielen. So kann 
man z. B. ^i^ der EHRLicn'schen Hämatoxylinlösung (siehe 
p. 35) 0,5 Eosin zusetzen, um diesen Effect zu erreichen. Fs hat das 
Verfahren jedoch keine Vortheile vor der getrennten Färbung in 
Hämatoxylin und Eosin. 

Von der Eigenschaft der Pikrinsäure, in wässeriger Lösung eine 
diffuse Färbung der Gewebe zu bewirken, macht man bei der oben 
angeführten Pikrokarminfärbung (s. p. 37) und bei der Färbung mit 
Pikrolithionkarmin (s. p. 38) Gebrauch. Weniger zweckmässig ist es, 
die Schnitte in einer kernfärbenden Karminlösung vorzuförben und sie 
dann in einer 1 — 5-proc. wässerigen Lösung von Pikrinsäure nachzu- 
färben. Doch kann man so mit Alaunkarmin und Pikrinsäure in 
manchen Fällen ganz gute Doppelfärbung erzielen. 

TAH OiEsoN'sche Färbung. 

1^ Härtung in MüLLER'scher Flüssigkeit oder in Alkohol. 

2) Färben V2 Stunde lang in Hämatoxylin. 

3) Gründliches Auswaschen in Wasser, 
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gute Resultate. Man überfärbt die Schnitte, weil die Pikrinsäure zum 
Theil eine entfärbende Wirkung ausübt. 

Färbung ganzer Stücke. 

Eine besondere Art der Färbung besteht darin, dass man nicht 
einzelne Schnitte, sondern das ganze zu untersuchende Stückchen in 
toto färbt. Man wählt dazu mit Vorliebe Farbstofflösungen, denen ein 
Quantum Alkohol zugesetzt ist, so z. B. die BEAiiE'sche Karminlösung 
(s. p. 38). Auch das HEiDENHAiN'sche Hämatoxylin (s. p. 36) und 
Bismarckbraun (s. p. 38) eignen sich zum Durchfärben ganzer Stücke. 

Als Eegeln für eine derartige Durchfärbung ganzer Stückchen 
sind zu beachten: 

1) Die betreffenden gehärteten oder fixirten Stückchen dürfen 
nicht zu voluminös sein, weil sonst die Farblösung zu schwer eindringt 

2) Die Färbung muss viel länger als bei der Schnittfarbung, 
1 — 3—4 — 8 Tage lang, einwirken. 

3) Gründliches Auswaschen, bis keine Farbe mehr abgeht. 

4) Nachhärtung in 96-proc. Spiritus, resp. in absolutem Alkohol, 
bis das Object schnittfähig ist. 

Die Durchfarbung ganzer Stücke hat den Vortheil, dass sie be- 
quemer und viel weniger zeitraubend ist als die Färbung einzelner 
Schnitte. Ausserdem ist sie schonender, weil mit dem einzelnen Schnitt, 
der sofort eingelegt werden kann, nicht mehr so viele Manipulationen 
vorgenommen zu werden brauchen. 

Trotzdem kann das Verfahren, welches in der normalen Histologie 
eine ausgedehnte Anwendung findet, für die Untersuchung pathologisch- 
anatomischer Präparate nicht so häufig in Betracht kommen, und die 
Grenzen seiner Verwendbarkeit dürften um so engere werden, je mehr 
es gelingt, bestimmte Farbenreactionen für bestimmte Gewebsverände- 
rungen aufzufinden. 

Nur selten kann man sich bei pathologisch-anatomischen Unter- 
suchungen auf die Anwendung einer einzigen Färbungsmethode be- 
schränken; in einem grossen Bruchtheil der Fälle ist neben der ge- 
wöhnlichen histologischen eine Färbungsmethode auf Bakterien noth- 
wendig. Ebenso muss sehr häufig neben der gewöhnlichen Kernfärbung 
eine bestimmte ßeaction auf degenerative Veränderungen, auf fettige 
Degeneration, auf Amyloid etc. angestellt werden. Aber selbst wenn 
es sich um eine rein Mstolo^sche Untersuchung ohne complicirende 
Details handelt, kann man in vielen Fällen nicht im voraus beurtheilen, 
welche der zu Gebote stehenden Färbungsmethoden am sichersten zum 
Ziele führt. Auf der anderen Seite ist zu bemerken; dass die grössere 
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Spätestens müssen dieselben eine halbe Stunde nacli der Tödt 
Tliieres oder nach der Entnahme aus dem lebenden Körpe 
Fixirungsflüssigkeit kommen. Im anderen Falle läuft der Prc 
Kemtheilung ab, ohne dass es möglich ist, die Figuren der no( 
Theilung begriffen gewesenen Kerne zu Gesicht zu bekommen, 
kann man manchmal auch an Objecten, die erst längere Zeit na 
Tode in die Fixationsflüssigkeit übertragen sind, noch Kernt 
figuren beobachten; dieselben sind aber nicht so zahlreich und 
deutlich wie an frischen Präparaten. 

Damit hängt es dann weiterhin zusammen, dass man 
treffenden Fixirungsflüssigkeit die Möglichkeit geben muss, r 
ganze Präparat vollständig zu durchdringen, und es ergiebt si 
als zweite Regel, dass die zu fixirenden Stückche 
liehst dünn genommen werden. Dieselben dürfen nicl 
als 4 mm sein. Die Beobachtung dieser Kegel ist um so nothi; 
als die oneisten Fixirungsflüssigkeiten an und für sich die Eij 
besitzen, ziemlich langsam in die Organstückchen einzudringe 

Weiterhin folgt aus dem Gesagten, dass man nur in d( 
seltensten Fällen in der Lage ist, an Organtheilen von Lei 
Kemtheilungsfiguren darzustellen, weil man fast nie so frühze 
es nöthig wäre, seciren kann. Es beschränkt sich vielmehr für 
liehe Organe die Untersuchung auf Theile, die dem menschliche: 
durch Operation entnommen sind. 

Es gelingt zwar auch an Stückchen, die in Alkohol oder 
scher Flüssigkeit gehärtet sind, wenn sie ganz frisch und 
dünnen Scheiben conservirt sind, die Kemtheilungsfiguren dar: 
doch eignen sich erfahrungsgemäss eine Eeihe von anderen Ge 
von sog. Fixirungsmitteln, besser dazu. 

Die angewandte Fixirungsflüssigkeit muss das Volumer 
fixirenden Stückchen sehr erheblich übersteigen. Sie muss ge 
werden, wenn sie sich irgendwie stärker trübt. 

Unter den Fixiningsfiüssigkeiten ist in erster Linie zu 

Flemming's Ghromosmiumessigsäuregemiscli. 

Bereitung: 2-proc. wässerige Osmiumsäurelösung 4 ' 

1-proc. wässerige Chromsäurelösung 15 

Eisessig 1 

Wenn man die FLEMMiNG'sche Lösung nicht zur Darstel 

Kemtheilungsfiguren, sondern zum Nachweis von Verfettungen 

so ist es oft empfehlenswerth, eine geringere Menge Eisessig, 

zuzusetzen, damit das Protoplasma nicht gar zu durchsichtig 
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44 SaffiraninfarbuDg. Benda'b Hämatoxylinfarbung. 

Anwendung: 

1) Verweilen der Stückchen in der Fixationsflüssigkeit 1—3 Tage. 

2) Auswaschen in Wasser 3 — 6 Stunden lang. 

3) Nachhärtung successive, je einen Tag, in 30-, 60-, 96-proc 
Alkohol. 

4) In der Regel Celloidineinbettung. Danach 

Färbnng mit Saffranln. 

1) Va— 24 Stunden lang Färbung der Schnitte in l-proc. wäs- 
seriger Saflfraninlösung. 
2^ Ganz kurzes Abspülen in Wasser. 

3) Auswaschen in absolutem Alkohol, der durch wenige Tropfen 
Salzsäurespiritus (l-proc.) ganz leicht angesäuert ist. Man 
giebt zu einer mittelgrossen Schale mit Alkohol 5—10 Tropfen 
Salzsäurespiritus (s. p. 36). 

4) Auswaschen in reinem absolutem Alkohol, bis die Schnitte 
hellbraunroth aussehen. 

5) Oel, Kanadabalsam. 

Die FLEMMma'sche Methode mit nachfolgender Safl&^ninfärbung hat 
den Vortheil, dass die ruhenden Kerne nur ganz blass, die in der Thei- 
lung begriffenen Kerne dagegen sehr intensiv gefärbt werden. Dadurch 
ist es ermöglicht, schnell und schon bei schwacher Vergrösserung die 
in Theilung begriffenen Zellen mit annähernder Sicherheit zu erkennen 
und ein Urtheü über ihre Lage und über ihre ungefähre Zahl zu ge- 
winnen. Bei manchen anderen Färbemitteln wird keine wesentliche 
Differenz in der Intensität der Färbung zwischen ruhenden Kernen und 
dem Kemgerüst der in Theilung begriffenen Zellen erzielt. 

Babes empfiehlt zur Färbung Anilinwassersaflfranin. Dijrch das- 
selbe wird die Färbung in kürzester Zeit bewirkt: 2 Theile Anilinöl 
werden mit 100 Theilen Wasser versetzt und Saffraninpulver im Ueber- 
schuss zugefügt. Erwärmen auf 60 ^, Filtriren. Die Lösung hält sich 
2 Monate lang. Will man aus irgend einem Grunde keine Saffranin- 
färbung anwenden, so kann man auch mit wässeriger Gentianaviolett- 
lösung (s. p. 38) tärben. Besonders gut eignet sich auch Carbolfuchsin 
zur Färbung. Eine sehr brauchbare, von Hermann angegebene Modi- 
fication des FLEMMiNG'schen Säuregemisches besteht darin, dass man 
die Chromsäurelösung durch l-proc. Platinchloridlösung ersetzt. Da- 
durch treten die Spindel, der Central- und Polkörper besonders scharf 
hervor. 

Beabsichtigt man die in der FLEMMiNo'schen Lösung fixirten 
Schnitte in Hämatoxylin zu färben, so kann man sich der BENDA'schen 
Methode bedienen, welche dem WEiGERT'schen Verfahren zur Färbung 
markhaltiger Nervenfasern nachgebildet ist. 

Bknda's Hämatoxylinfarbung: 

1) Uebertragen der Schnitte in eine concentrirte Lösung von 
Cuprum aceticum, 24 Stunden lang bei Brütofentemperatur. 

2) Gründliches Auswaschen. 

3) Färben in l-proc. wässeriger Hämatoxylinlösung, bis die 
Schnitte schwarz sind. 

4) Entfärben in Salzsäure 1 : 500, bis die Schnitte gelb sind. 

5) Neutralisiren der Säure in gesättigter Cuprum -aceticum- 
Lösung. 
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ConserviniDgsflüsBigkeiteii zur Darstellung der KerntheilongsfigareD. 45 

Auswaschen. 

Alkohol — Oel — Kanadabalsam. 

Sublimat. 

Die Conservirung in der gesättigten, wässerigen Sublimatlösung 
(s. p. 11) gestattet ebenfalls den Nachweis der Kerntheilungsfiguren. 
Als Färbung empfiehlt sich die von Heidenhain-Biondi (s. p. 39), 
durch welche die ruhenden Kerne blauviolett, die in Theilung begriffenen 
grün gefärbt werden. 

Gliroiiisäurelösungeii. 

Dieselben werden in einer Stärke von 0,3 — 1,0 Proc. angewandt. 
Die Dauer der Einwirkung beträgt im Durchschnitt 24 Stunden bis 
mehrere Tage. Die Chromsäure dnngt sehr schwer ein, die Stückchen 
müssen daher ganz besonders klein sein. 

Babl's Chromameisensäure. 

Bereitung: Zu 200 ccm einer 0,3-proc. Chromsäurelösung werden 
4 — ^5 Tropfen concentrirter Ameisensäure gebracht. 

Dauer der Einwirkung 12—24 Stunden. Gründliches Auswaschen. 
Successive Härtung in 30-proc., 60-proc., 96-proc. Alkohol. 
FoL'sehe Fixlrungsflüssigkeit. 

1-proc. Osmiumsäure 2 Raumtheile 
1-proc. Chromsäure 25 „ 

2-proc. Essigsäure 5 „ 

Wasser 68 „ 

Chromplkrlnsäure. 

Concentrirte wässerige Pikrinsäurelösung 10 Raumtheile 
1-proc. Chromsäure 25 „ 

Wasser 65 „ 

Altmann's Fixirung. 

1) Einlegen 1 Stunde lang in 3-proc. Salpetersäure. 

2) Gründliches Auswaschen. 

3) Nachhärten in Alkohol. 

Alkohol. Auch durch absoluten Alkohol allein kann man, wenn 
man ihn auf ganz dünne Stückchen einwirken lässt, eine Fixirung er- 
reichen. Heisser Alkohol fixirt bedeutend schneller und leichter. Die 
Färbung kann dann nach der Vorschrift von Bizzozero- Vassale be- 
wirkt werden. 

1) Färbung 10 Minuten lang in EHRLicn'seher Gentianavlolett- 
lösung: 

= Gentianaviolett 1,0 
Alkohol 15,0 

Anilinöl 3,0 

Wasser 80,0. 

2) Schnelles Auswaschen in absolutem Alkohol. 

3) Uebertragen in Jodjodkalilösung 1:2: 200, 2 Minuten lang. 

4) 30 Secunden in absoluten Alkohol. 

5) 30 — 40 Secunden in Chromsäure 0,1 : 100. 

6) Alkohol absolut. 20-^30 Secunden. 

7) Chromsäure 0,1 : 100, 30 Secunden lang. 

8) Alkohol absolut. 30 Secunden lang. 

9) Nelkenöl. Dasselbe wird so oft gewechselt, bis keine Farbe 
mehr abgeht. 
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46 Darstellung von Z^lIeinschlüsBen. 

Die Umständlichkeit und der kostspielige Verbrauch von Nelkenöl 
sind Nachtheile dieser Methode. 

Baumgarten's Methode. Die Methode von Baumgarten zur 
Darstellung der Kemtheilungsfiguren verdient besondere Erwähnung, 
weil dieselbe combinirt mit einer Färbung auf Bakterien angewandt 
werden kann. 

1) Härtung mehrere Wochen lang in dünnen Chromsäurelösungen. 

2) Färben 5 — 10 Minuten lang in concentrirter alkoholischer 
Fuchsinlösung. 

3) Kurzes Abspülen in Alkohol absolutus. 

4) Färben 5 — 10 Minuten lang in wässeriger Methylenblaulösung. 
Die Anwendung des Methylenblau nach der vorherigen Färbung 

mit Fuchsin hat den Zweck, dies letztere aus der Zwischensubstanz 
zu verdrängen, und so eine intensivere Färbung der Kerne resp. der 
Kemtheilungsfiguren zu bewirken. 

Will man gleichzeitig auf Bacillen, speciell auf Tuberkelbacillen 
untersuchen, so färbt man vorher 24 Stunden lang in Anilin wasser- 
methylviolett und entfärbt mit verdünnter Säure, resp. schliesst bei 
anderen Bakterien mit Hinweglassung der Säure direct das Fuchsin- 
methylenblauverfahren an. 

ÖRAM^sehe Methode. Auch die GRAM'sche Bakterienfärbung 
(s. p. 60 u. p. 63) gestattet die Darstellung der Kemtheilungsfiguren. 
An Präparaten, die, natürlich in entsprechend dünnen Scheiben, in 
Alkohol gehärtet waren, werden die ruhenden Kerne durch die GRAM'sche 
Methode entfärbt (oft nur theilweise), während die in Theilung be- 
griffenen die Farbe behalten. 

Darstellung von Zelleinschlüssen. 

Darstellung der Zellgranula nach Altmann. 

1) Conservirung der dem eben getödteten Thiere entnommenen 
Organstückchen, 24 Stunden lang, in einer Mischung von 

5-proc. Lösung von doppeltchromsaurem Kali 
2-proc. Lösung von Ueberosmiumsäure 
zu gleichen Theilen. 

2) Mehrstündiges Auswaschen in fliessendem Wasser. 

3) Härtung in 75-proc., dann 90-proc., dann absolutem Alkohol. 

4) Durchtränkung mit Xylol und Paraffineinbettung (cf. p. 19). 

5) Schneiden. 

6) Entfernung des Paraffins aus den auf dem Objectträger aufge- 
klebten Schnitten mit Xylol; dann Abspülen mit Alkohol. 

7) Auftropfen einer 20-proc.- Lösung von Säurefuchsin in kaltge- 
sättigtem Anilinwasser und Erwärmen über der Flamme, bis 
die Lösung dampft. 

8) Abkühlen lassen und Abspülen des Farbstoffs mit einer 
Mischung von 

concentr. alkoholischer Pikrinlösung 1 Theil, Wasser 2 Theile. 

9) Aufgiessen einer zweiten Menge von Pikrinlösung und vor- 
sichtiges Erwärmen derselben 30—60 Sekunden lang auf dem 
Paraffinofen. 

10) Abspülen mit Alkohol, dann Xylol. 

11) Xylol, Kanadabalsam. 
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Unters, degener. Veränderungen. Nekrose. Atrophie. 47 

Rüssel hat zur Darstellung von Zelleinschlüssen, speziell in Ge- 
schwülsten, folgendes Verfahren angegeben: 

1^ Härtung in Alkohol oder MüLLER'scher Flüssigkeit. 

2) Färbung, 10 Minuten lang oder länger, in einer gesättigten 
Lösung von Fuchsin in 2-proc. Carbolwasser, 

3) Auswaschen in Wasser, einige Minuten lang. 
Auswaschen in absolutem Alkohol, V» Minute lang. 
Färben, 5 Minuten lang, in 1-proc. Lösung von Jodgrün in 
2-proc. Carbolwasser. 

6) Schnelles Entwässern in absolutem Alkohol, Nelkenöl, Ka- 
nadabalsam. 



Neuntes Capitel. 

Untersucliung degenerativer Veränderungen. 

A) Die Nekrose. 

Nekrotische Herde lassen sich, falls sie mit blossem Auge erkenn- 
bar und ihre Bestandtheüe isolirbar sind, meist mit Vortheil frisch 
untersuchen; man streicht mit dem Messer über den nekrotischen Herd 
und vertheilt die an der Messerklinge haftende nekrotische Masse in 
Wasser oder in Kochsalzlösung, oder man zerzupft kleine herausge- 
schnittene Stückchen in denselben Flüssigkeiten. Es ist dieses Ver- 
fahren z. B. anwendbar bei nekrotischen Herden in Gehirn, Leber, Herz, 
Muskeln und Lunge. 

Nekrosen einzelner Zellen oder kleiner Zellcomplexe müssen an 
Schnitten untersucht werden. Es eignet sich sowohl Härtung in Alkohol 
wie in MüLLER'scher Flüssigkeit Immer ist es rathsam, die Präparate 
in CeUoidin einzubetten, weil sonst Theile des nekrotischen Herdes 
leicht ausfallen können. Zur Färbung dienen die gebräuchlichen Kern- 
färbemittel: Hämatoxylin, Alaunkarmin, Lithionkarmin. Da in den 
nekrotischen Herden die Zellen und ihre Kerne zu Grunde gegangen 
sind, so werden sie durch Kemfärbemittel nicht mehr gefärbt und heben 
sich daher von ihrer stärker gefärbten Umgebung durch ihre blasse 
Farbe ab. Es kommt aber auch manchmal in den nekrotischen Herden 
zu einer diflfussen, nicht differenzirten Färbung. Ausserdem bemerkt 
man oft innerhalb der Nekrosen unregelmässig gestaltete und ungleich 
grosse Kömer, die den Farbstoff ganz intensiv aufnehmen und zum 
Theü als Reste von zerfallenen Kernen aufzufassen sind. 

Durch Karmin oder Eosin lassen sich nekrotische Massen diffus 
färben. Zur Unterscheidung von einer einfachen Gerinnung resp. 
Fibrinbildung dient die WEiGERx'sche Fibrinfärbung (s. p. 95), die bei 
Nekrosen negativ ausfällt. 

B) Einfache Atrophie und Pigmentatrophie. 

Leicht isolirbare Gewebsbestandtheile können an Zerzupfungs- 
präparaten untersucht werden, z. B. Nerven und Muskeln; eventuell 
kann man sie, um die Isolirung der Theile zu erleichtern, 24 Stunden 
lang in Vs Alkohol oder eine andere Isolationsflüssigkeit (s. p. 6) bringen. 
Durch Zusatz von Essigsäure wird das Bild noch deutlicher. Einen 
besseren Einblick erhält man durch Untersuchung gefärbterJSchnitte 
von gehärteten Präparaten. Zur Färbung empfiehlt sich, wenn es sich 
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vorgenommen, entweder an isolirten Zellen oder an frischen Schnitten. 
Die Fettkörnchen, welche sich innerhalb der Zellen finden, zeigen gegen- 
über von Eeagentien folgende mikrochemischen Eigenschaften: 



1) Sie verschwinden auf Essigsäurezusatz nicht. 



2) Sie sind resistent gegen dünne Kali- und Natronlauge (s. p. 8). 

3) Auf Zusatz von 1-proc. Osmiumsäure werden sie schwarz geförbt. 

4) Sie lösen sich auf Zusatz von Cloroform und Aether. 

Will man diese letztere ßeaction anwenden, so muss man das 
Präparat zuerst durch absoluten Alkohol entwässern, dann eine Zeit 
lang Chloroform oder Aether einwirken lassen, diese wiederum durch 
Alkohol entfernen und schliesslich in Kochsalzlösung untersuchen. 

Zur Härtung ist der Alkohol nicht geeignet, weil er das Fett nach 
und nach auflöst. Bei Härtung in MüLLEB'scher Flüssigkeit bleiben 
die Fetttröpfchen zwar erhalten, sie fliessen aber theilweise zu grösseren 
Tropfen zusammen. Dagegen erhält man sehr gute Resultate mit der 
MABCHi'schen Härtungsmethode (s. p. 107). 

Sehr empfehlenswert!! ist ferner die Härtung in 
FLEMMiNG'scher Lösung (s. p. 43), 4 Tage lang, danach sorg- 
fältiges, bis 24 Stunden langes Auswässern, Nachhärtung je einen Tag 
in 30-proc., 60-proc., 96-proc., Alkohol und eventuell Celloidineinbettung. 
Wenn die Stücke nicht sehr sorgfältig ausgewaschen werden, so bilden 
sich schwarze Niederschläge ; zur Vermeidung solcher empfiehlt ausser- 
dem Flemming noch, die Osmirung in einem dunklen Räume vorzu- 
nehmen. Die Präparate werden auf dem Gefriermikrotom geschnitten 
und können mit Saflfiranin (s. p. 44) gefärbt werden. Manchmal ist 
nebenbei zum Vergleich eine einfache Färbung mit Eosin von Nutzen. 

Nach der Färbung kurzes Entwässern in absolutem Alkohol, Auf- 
hellen in Oel und Einschluss in Kanadabalsam. Das zur Aufhellung 
benutzte Oel muss aus den Schnitten sehr sorgfältig entfernt werden. 
Terpentinöl ist möglichst zu vermeiden, auch längeres Verweilen in 
Xylol (z. B. bei der Paraffineinbettung), da beide Stoffe, ebenso wie 
Aether und Creosot, das osmirte Fett lösen. Dasselbe wird nicht ge- 
löst in Alkohol, Chloroform und Nelkenöl. Zum Einschluss wählt man 
harten, über der Flamme flüssig gemachten Kanadabalsam, der schnell 
wieder erhärtet. In dem gewöhnlichen, dünnflüssigen Xylolkanada- 
balsam diffundiren die Fetttröpfchen zum Theil. 

Bei allen Präparaten, bei denen zur Fixirung und Schwarzfärbung 
des Fettes stärkere Osmiumsäurelösungen angewandt sind, müssen die 
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Schleimige Entartung. CoUoidentartung. Amyloide Degeneration. 49 

Stücke, nachdem man sie aus der Osmiumsäure herausgenommen hat 
und bevor man sie in Alkohol tiberträgt, sehr gründlich ausgewaschen 
werden. Im anderen Falle zieht, wie das namentlich Heidenhain her- 
vorgehoben hat, der Alkohol aus dem Gewebe überschüssige Osmium- 
säure und wahrscheinlich auch reducirende Substanzen aus, so dass 
die Flüssigkeit mehr oder weniger schwarz erscheint, weil sich Os- 
miumsäure in feinsten Partikelchen ausscheidet. Was aber im Alkohol 
ausserhalb des Präparates und um dasselbe geschieht, das kann sich, 
wie Heidenhain betont, auch in demjenigen Theil des Alkohols er- 
eignen, der das Präparat durchtränkt. Das schwarze Metall bildet dann 
einen Beschlag auf den Geweben auch da, wo von einem Fettgehalt 
nicht die Kede sein kann. Derartige Trugbilder werden aber vermieden, 
wenn man die überschüssige Osmiumsäure durch Auswaschen in reich- 
lichen Mengen von Wasser vor dem Einlegen in Alkohol entfernt. 

E) Schleimige Entartung. 

Schleimig entartete Gewebe werden am besten frisch untersucht. 
Da nicht nur Essigsäure, sondern auch Alkohol Gerinnung bewirkt, so 
ist zur Härtung MüLLER^sche Flüssigkeit zu wählen. 

Zum Nachweis des Mucins empfiehlt Hoyer Härtung resp. Fixirung 
in Sublimat und nachherige Paraffineinbettung; doch lässt sich die 
Färbung auch an Celloidinpräparaten erzielen. 

Das Mucin ßirbt sich gut mit allen basischen Anilinfarben, ganz 
besonders mit Methylenblau (in wässeriger Lösung). 

Mit dem als Amethyst bezeichneten Thionin der Firma Joh. 
Rud. Geigy u. Comp., Basel ^), sowie mit Toluidinblau (2 Tropfen einer 
gesättigten wässerigen Lösung auf 5 ccm Wasser) erhält man eine 
Doppelfärbung, indem das Mucin blauroth bis rothviolett, die übrigen 
Bestandtheile des Gewebes aber hellblau werden. 

Eine gute Färbung des Mucins erhält man auch mit der van 
GiESON'schen Methode (p. 41). 

F) CoUoidentartung. 

Gewebe mit theilweiser colloider Entartung können in Alkohol 
oder MüLLER'scher Flüssigkeit gehärtet werden. Zur Färbung eignet 
sich sowohl Hämatoxylin Avie namentlich Doppelßlrbung mit Häma- 
toxylin und Eosin. 

Durch die van GiEsoN'sche Färbung (s. p. 41) wird das CoUoid 
gelbroth, oft auch leuchtend roth gefärbt, so dass es in Schnitten sich 
auf das deutlichste von den übrigen Gewebsbestandtheüen abhebt. 

Die Farbenreaction allein genügt aber nicht zur Unterscheidung 
von Hyalin, da Colloid manchmal ebenso leuchtend roth gefärbt wird 
wie Hyalin. 

G) Amyloidentartung. 

Amyloid entartete Gewebe können an frischen Schnitten, die sich 
wegen der festen Consistenz leicht anfertigen lassen, oder nach vorher- 
gegangener Härtung in Alkohol oder MüLLER'scher Flüssigkeit unter- 
sucht werden. 

Zur Erkennung der amyloiden Degeneration dienen die nach- 
folgenden Reactionen: 



^) Thionin ist jetzt auch von deutschen Firmen zu beziehen. 

von Kahlden, Technik der hiBtologisohen Untersuchung. 4. Aufl. 4 
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b) Jod-Schwefelsäurereaction. 

Legt man einen, in der eben angegebenen Weise mit Jod be- 
handelten Schnitt in 1-proc. Schwefelsäure, so wird die braune Farbe 
der amyloid degenerirten Theile entweder eine gesättigtere, oder sie 
geht in eine violette, blaue, bis grüne Färbung über. Manchmal treten 
einzelne dieser Farbennuancen schon bei blosser Jodbehandlung auf 

Reactionen mit Jod, die der Amyloidreaction ähnlich sind, geben 

1) Die Corpora amylacea, die sich hauptsächlich in der 
Prostata und im Centralnervensystem finden. Sie färben 
sich mit Jodjodkalilösung braun, während das übrige Gewebe 
gelb bleibt. 

2) Amylumkörner färben sich mit sehr verdünnter 
LuGOL'scher Jodlösung (1 : 4 — 5) blau. 

3) Cellulose in Pflanzentheilen färbt sich in einfacher Jod- 
lösung gelb. Lässt man nun aber nach kurzem Abspülen in 
Wasser vom Rande des Deckgläschen her reine Schwefelsäure 
zufliessen, so färbt sich Cellulose da, wo die Schwefelsäure 
frisch zur Einwirkung kommt, kornblumenblau. 

c) Methyl violettreaction. 

1) Färben in einer 1-proc. Methylviolettlösung, 3 — 5 Minuten. 

2) Auswaschen in destillirtem Wasser, dem 1 Proc. Salzsäure 
zugesetzt ist. 

3) Untersuchung in Glyzerin. 

Die Amyloidsubstanz ist purpurroth, das übrige Gewebe blau gefärbt. 
Die Färbung hält sich in Glyzerin eine Zeit lang, so dass man die 
Schnitte nach Umrandung mit Wachs und Ueberziehen mit Maskenlack 
auch als Dauerpräparate aufheben kann. Eine fast gleiche Reaction 
giebt Gentianaviolett. Auch mit der sog. Leonhardi'schen Tinte, die 
Methylviolett enthält, kann man die Reaction erzielen. 

Entwässerung der Schnitte in Alkohol und Einlegen in Kanada- 
balsam ist unzulässig. Dagegen hält sich die Farbe verhältnissmässig 
lange, wenn man in einer gesättigten Lösung von KaU aceticum con- 
servirt. Ebenso ist zur Einbettung Lävulose (Weigeet) oder statt der- 
selben auch der billigre Zuckersyrup empfohlen worden. 

d) Methylgrün. 
Wendet man Methylgrün in derselben Weise an wie Methylviolett 
sub c, so färben sich die amyloiden Partieen violett, das übrige Gewebe, 
namentlich die Kerne, grün. 
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Hyaline Degeneration. Glykogen. 51 

e) Jodgrün. 

1) 24 Stunden langes Färben frischer oder gehärteter Schnitte 
in einer Lösung von 

Jodgrün 0,5 

Aqu. dest. 150. 

2) Einfaches Abwaschen in Wasser. 

Die amyloiden Massen werden rothviolett, die übrigen Gewebe 
bleiben grün. Stilling rühmt dieser Reaction gegenüber dem Methyl- 
violett eine grössere Sicherheit nach. 

f) Methode von Bibch-Hikschfeld. 

1) Färben in einer 2-proc. Spirituosen Bismarckbraunlösung (s. 
p. 38), 5 Minuten lang. 

2) Abspülen in absolutem Alkohol. 

3) Auswaschen in destillirtem Wasser, 10 Minuten lang. 

4) Färben in 2-proc. Gentianaviolettlösung, 5—10 Minuten. 

5) Auswaschen in angesäuertem Wasser : 10 Tropfen Essigsäure 
auf ein Uhrschälchen mit Wasser. 

6) Einschluss in Läiiüose. 

Diese Methode gewährt eine sehr scharfe Abgrenzung der amyloid 
degenerirten Partien gegenüber dem anderen Gewebe, dessen Kerne 
braun gefärbt sind. 

g) Doppelfärbung mit Hämatoxylin und Eosin. 
Diese ist niemals zu unterlassen, wenn man das Verhalten der 
amyloiden Substanz zu den einzelnen Gewebsbestandtheilen untersuchen 
will. Man erhält sehr klare Bilder, an denen man sich oft besser 
Orientiren kann als an den einer specifischen Amyloidreaction unter- 
worfenen Schnitten. Die amyloide Substanz färbt sich rosa, die Kerne 
der atrophischen Zellen sind auch in unmittelbarer Nähe der Amyloid- 
schollen gut zu erkennen, während sie bei den Amyloidreactionen hier 
oft verdeckt werden. 

h) VAN GiEsoN'sche Färbung, 
ist ganz besonders geeignet, um die Beziehungen der Amyloidsubstanz, 
welche rosa bis braunroth gefärbt wird, zu den übrigen Geweben dar- 
zustellen. 

H) Hyaline Degeneration. 

Zur Untersuchung derselben bedient man sich der Doppelfärbung 
mit Hämatoxylin und Eosin. Aber auch bei einfach geförbten Schnitten 
tritt schon die homogene, glasige Beschaffenheit des hyalin entarteten 
Bindegewebes meist hinreichend deutlich hervor. 

Ganz besonders gut eignet sich zum Nachweis des Hyalins die 
VAN GiESON'sche Methode, welche demselben eine leuchtend rothe Farbe 
verleiht. 

I) Nachweis von Glykogen. 

Die Stücke, z. B. Nieren von Diabetikern oder Geschwulsttheile, 
müssen möglichst frisch in Alkohol gehärtet sein; da Wasser das 
Glykogen auszieht, so ist MüLLER'sche Flüssigkeit nicht zu verwenden. 
Legt man die Schnitte in eine schwache Jodlösung, so färbt sich das 
Glykogen weinroth. Da sich aber auch bei der Jodlösung, der Einfluss 
des Wassers unangenehm bemerklich macht, so benutzt man nach 

4* 
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officineller Jodtinctur.^ Das Verfahren ist demnach folgendes: 

1) Härtung, möglichst fiisch in absolutem Alkohol. 

2) Färben in LüGOL'scher Lösung. 

3) Entwässern in einer Mischung von Jodtinctur 1 Theil, Alkohol 
absolut 4 Theile. 

4) Aufhellen und Conserviren in OriganumöL 
LuBAKscHgiebtan, dasssichGlykogin auch nach derWEiGEBT'schen 

Fibrinfärbungsmethode gut darstellen lässt, man darf aber die Jodlösung 
nur ganz kurze Zeit einwirken lassen. 

K) Imprägnation mit Kalksalzen. 

Die Kalksalze bilden im Gewebe bei frischer Ablagerung glänzende 
Kömer, welche durch 5-proc. Salzsäure aufgelöst werden, die man vom 
Rande des Deckglases her dem Schnitt zufliessen lässt. Die vorher 
undurchsichtigen Partien werden in Folge der Lösung des Kalkes durch- 
sichtig, und zwar löst sich der kohlensaure Kalk unter Bildung von 
Luftblasen, der phosphorsaure ohne solche. Bei beginnender Verkalkung 
färbt sich das Gewebe mit Hämatoxylin oft intensiv blau; ebenso ver- 
kalkt gewesenes und durch Säure entkalktes Gewebe, z. B. verkalkte 
Knorpelgrundsubstanz an der endochondralen Ossiflcationsgrenze. 

L) Pigmentbildung. 

In hämorrhagischen Herden befindet sich einmal Hämatoidin, 
sowohl amorph wie in Form von rhombischen Täfelchen. Dasselbe ist 
an seiner orangegelben oder mehr rothen Farbe leicht zu erkennen. 
Daneben kommen aber amorphe gelbe bis schwarzbraune Schollen vor, 
die man ihres Eisengehaltes wegen unter dem Namen „Hämoside- 
rine" zusammenfasst. 

Die Hämosiderine resp. ihr Ei seng eh alt wird nachgewiesen: 
a) durch Ferrocyankaliumlösung und Salzsäure. 

Man bringt die Schnitte für einige Minuten in eine 2-proc. wässerige 
Ferrocyankaliumlösung und von da in Glyzerin, dem Va-P^^oc. Salzsäure 
zugesetzt ist. Die Hämosiderine nehmen dann eine deutlich blaue 
Farbe an. 

Will man Dauerpräparate herstellen mit gleichzeitiger Kemfärbung, 
so verfährt man in folgender Weise. Man setzt der gewöhnlichen 
Lithionkarminlösung (s. p. 36) einige Tropfen Ferrocyai^Uumlösung 
zu und behandelt entweder in salzsäurehaltigem Glycerin nach, oder 
man wäscht in Salzsäurespiritus (s. p. 36) aus, überträgt in Wasser, 
entwässert in Alkohol und schliesst in Kanadabalsam ein. 
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und mit Alaunkarmin nachfärben. 

b) Nachweis durch Schwefelammonium. 

1) Einlegen der Schnitte in Msch bereitete Schwefelammoi 
lösung, 5 — 20 Minuten lang, bis sie eine dunkelgrüne 
schwarzgrüne Farbe angenommen haben. 

2) Easches Abspülen in Wasser. 

3) Untersuchung und Conservirung in Glyzerin, welches seh 
schwefelammoniumhaltig ist. 

Das Eisen tritt dann in Gestalt von kleinen schwarzen oder sch^ 
grünen Körnchen hervor. 

Man kann die Präparate auch aus dem Wasser in Alkohol, NeB 
Kanadabalsam bringen. 

In neuerer^ Zeit hat Zalewski einige Modificationen der F 
cyankalium- und Schwefelammoniumreaction angegeben. Zun 
empfiehlt er, die Reactionen nicht an einzelnen Schnitten, sondei 
kleinen Stückchen, entsprechend der Methode der Durchfarbung 
zustellen. 

Die Ausführung ist dann folgende: 

a) Schwefelammonium. 

1) Conservirung der Stückchen, 24 Stunden lang, in 65- 
Alkohol. 

2) Härtung, 24 Stunden lang in 96-proc. Spiritus, dem e 
Tropfen starkes, gelbes Schwefelammonium zugesetzt 
von Zeit zu Zeit umzuschüttein! 

3) Härtung in absolutem Alkohol, der mit einigen Tr 
Schwefelammonium versetzt ist. 

4) Schneiden etc. 

Der Alkohol soll das Geföss bis zum Eand füllen, um den 
direnden Einfluss der Luft auszuschliessen. Korkpfropfen dürfer 
Verschluss nicht angewandt werden, weil sie schon an und füi 
mit Schwefelammonium eine Eisenreaction geben. In schwefela 
niumhaltigem Alkohol können die Stücke lange Zeit aufbewahrt we 

b) Gelbes Blutlaugensalz. 

1) Conservirung der Stückchen, 24 Stunden lang, in 65 
Alkohol. 

2) Uebertragung in 1-proc. ^) Lösung von gelbem Blutlaug( 
in 96-proc. Spiritus, 2—3 Tage lang. 

3) Uebertragung in 1-proc. Lösung von gelbem Blutlaug( 
in 65-proc. Spiritus. 



^) Ich habe eine so starke Lösung in 96-proc. Spiritus nicl 
zielen können. 
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haltigen Gegenständen sorgfältig vermeiden. 

Quincke hat als Nachtheil der Ferrocyankaliummethode angegeben, 
dass sie das Eiweis stark coagulirt und leicht in die Umgebung dif- 
fundirt. Dieser letztere Umstand ist von geringerer Bedeutung, wenn 
man die Entstehung der Reaction in salzsäurehaltigem Glyzerin direct 
unter dem Mikroskop verfolgt. 

Andererseits darf nicht unbeachtet bleiben, dass Schwefelammonium 
ähnliche Niederschläge, wie mit Eisen, noch mit einer ganzen Reihe von 
anderen Metallen macht, von denen ein praktisches Interesse im vor- 
liegenden Falle namentlich salpetersaures Silber, Blei und Quecksilber 
haben dürften. 

Manchmal mag es deshalb von Vortheü sein, beide Reactionen 
neben einander in Anwendung zu ziehen. 

Zu bemerken ist femer, dass nicht alle Pigmente, auch wenn sie 
zweifellos Eisenverbindungen darstellen, die genannten Reactionen geben. 
Einmal kann die Verbindung des eisenhaltigen Pigments mit dem Ge- 
webe eine derartige sein, dass eine Reaction ausbleibt; und dann 
scheinen auch die Pigmente nur in einem gewissen Stadium die Eisen- 
reaction zu geben. Bei ganz frischen Pigmenten und ebenso bei ganz 
alten tritt sie nicht ein. 

Will man einfach die Lage des Pigments studiren, so eignen sich 
für die Schnittfärbung am meisten rothe Farbstoffe (Lithionkarmin, 
Boraxkarmin, Alaunkarmin), weil sich diesen gegenüber das Pigment 
besser abhebt. Alaunkarmin ist mehr zu empfehlen als Lithionkarmin, 
weil bei ersterem kein Auswaschen in Salzsäure nöthig ist. 

Darstellung der Häminkrystalle si p. 126. 



Zehntes Capitel. 
Untersuchung wuchernder und entzündeter Gewebe. 

Zur frischen Untersuchung von Geschwülsten zum Zweck der 
Diagnose wendet man das Zerzupfungsverfahren an, wenn es sich um 
Tumoren mit viel Bindegewebe handelt. Bei zellreichen Geschwülsten, 
namentlich Sarkomen und Carcinomen, kann man durch blosses lieber- 
streichen mit dem Messer Material gewinnen, um die Form, Grösse 
und Art der Zellen festzustellen. 

Eine sehr schnelle Diagnose am Schnittpräparate ermöglicht die 
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von Bakterien untersuchen, so ist Härtung in Alkohol voi 

Wenn man genauere Untersuchungen über die in wuc 
weben, z. B. in Geschwülsten, enthaltenen Zell- und Ke 
anstellen will, so kann man einmal eine möglichst frische l 
der Zellen in indifferenten Lösungen, etwa 0,6-proc. Ko 
vornehmen. Von Arnold wird eine ganz schwache Lösung 
grün in 0,6-proc. Kochsalzlösung als sehr geeignet zur l 
von Zellen und von deren Kernen empfohlen. Ganz beson« 
aber auch hier in Betracht Präparate, die nach den für Da 
Kemtheilungsfiguren (s. p. 43) empfohlenen Methoden be^ 
Am besten eignet sich dazu die FLEMMiNG'sche Lösung, 
suchung von Kemtheilungsfiguren ist ferner ganz unerläi 
man entscheiden will, von welchen Zellarten bei entzün 
bildung, bei Hjrperplasien, bei Tumoren etc. die Wucheri 
Gewebsneubildung ausgeht. Bei Tumoren wählt man zi 
Untersuchungen Theile, die der Grenze zwischen Geschwi 
existirendem Gewebe entnommen sind. 

Die Schnitte sind in erster Linie mit kernfärbende 
zu behandeln. Dabei ist zu bemerken, dass sich gewöhn 
schiedenen Zellarten in verschiedener Intensität färben. A 
werden namentlich durch HämatoxyUn die Leukocyten tin 
man schon in der Farbenreaction ein wichtiges Hülfsmittel 
ausgewanderten, weissen Blutzellen resp. entzündlichen 1 
den präexistirenden Gewebszellen, auch wenn sie im Uebri 
Form besitzen, zu unterscheiden. 

In chronisch entzündeten Geweben, und zwar vorwiege] 
gewebe, finden sich oft in grosser Zahl die sog. Mastz( 
selben sind 2-3 Mal so gross, wie Leukocyten, haben ( 
Kern und ein grobkörniges Protoplasma, dessen einzelne 
mit basischen Anilinfarben, also mit denselben Färbemittel 
"auch die Bakterien tingirt werden, färben. Der Kern 
dabei meist ungefärbt. 

Zur Darstellung der Mastzellen verfährt 
Ehrlich in folgender Weise: 

1) Alkoholhärtung. 

2) 12—24 Stunden färben in: 

Dahlia, im Ueberschuss 
Alkohol absolut. 50 ccm 

Aqu. destillat. 100 „ 

Eisessig 12,5 „ 

3) Auswaschen in Wasser. 
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masizeiieii uiia aie i^aKtürieu uiau. 

Der Entzündungsprocess am lebenden Gewebe Avird 
gewöhnlich am Mesenterium des Frosches studirt. 

Man wählt zur Untersuchung grosse, männliche Thiere, weil bei 
Weibchen sich die Sexualorgane bei dem Herausziehen des Mesenteriums 
oft störend in den Weg legen. Man bläst dem Thiere mit einer Glas- 
pipette 2 Tropfen 1-proc. wässeriger Curarelösung unter die Haut, die 
man, am besten am Oberschenkel, mit einer feinen Hohlscheere an einer 
kleinen Stelle spaltet. Nach etwa ^/g — ^^4 Stunde ist dann das Thier 
bewegungslos. Nun spaltet man in der Axillarlinie die Bauchwand, und 
zwar zunächst die Haut, dann die Musculatur und eröffiiet schliesslich 
etwa in der Ausdehnung eines Centimeters mittels eines von oben nach 
unten verlaufenden Schnitts die Bauchhöhle. Sowie bei den einzelnen 
Phasen des Schnitts eine Blutung auftritt, sucht man diese, bevor man 
weiter nach der Tiefe vordringt, zu stillen, was gewöhnlich durch Auf- 
drücken von Fliesspapier gelingt. 

Dann zieht man eine Darmschlinge sammt ihrem Mesenterium vor 
und spannt diese letztere über einen Korkring, den man mit dem Loch- 
eisen aus einer Korkplatte ausgeschnitten und mittels Siegellack auf 
einer Glasplatte befestigt hat. Das Mesenterium wird mit Karlsbader 
Nadeln fixirt, welche man durch den Darm auf dem Kork festheftet. 
Natürlich muss die Curarisirung eine vollständige sein, weil sich sonst 
das Thier loszerrt. 

Als Unterlage eignen sich namentlich die Glasplatten, *wie sie zu 
Plattenculturen im Gebrauch sind. Man befestigt dann den Kork an 
einer Längsseite, so dass das Thier neben dem Kork auf der Platte 
ausgiebigen Platz findet. Das Thier wird mit Ausnahme derjenigen 
Stelle über dem Korkring, welche man unter das Mikroskop bringt, 
ganz mit Fliesspapier bedeckt, welches mit Wasser durchtränkt ist. 

Man kann dann meist schon nach V4 Stunde den Beginn der Aus- 
wanderung der weissen Blutkörperchen beobachten und die Beobachtung 
Stunden lang fortsetzen, wenn nur das Thier ganz mit feuchtem Fliess- 
papier bedeckt ist. Will man die Untersuchung über einen Tag hinaus 
ausdehnen, so muss man von Neuem curarisiren. 

In ähnlicher Weise kann auch die Schwimmhaut und die Zunge 
des Frosches zur Beobachtung der Circulation benutzt werden. 
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auf den Objectträger, entweder unverdünnt oder, wenn d: 
sehr reich an zelKgen Bestandtheilen ist, mit etwas destill 
verdünnt, und deckt mit einem Deckglas zu. 

Man untersucht dann mit starker Vergrösserung und 
düng. Man kann sich die Untersuchung erleichtern, und ; 
lieh wenn es sich um Kokken handelt, vor einer Verw 
Eiweisskörnchen schützen, wenn man zu dem Präpan 
Essigsäure oder 2-proc. Kalilauge bringt, gegen welche ( 
sich — mit Ausnahme der Recurrensspirillen — resiste 
Ebenso werden Bakterien durch Alkohol, Chloroform und 
verändert, während Fetttröpfchen verschwinden. 

In den meisten Fällen sichert übrigens schon die 
massige Form und Grösse der Bakterien, oft auch ihre ei 
Lagerung in Ketten-, Trauben- oder Zoogloeaform vor Ii 

Will man Bakterien aus einer Cultur frisch untersucl 
man mit einer ausgeglühten Platinöse etwas von der Cu 
Tropfen Wasser auf den Objectträger und verreibt es auf ( 
des destillirten Wassers kann man auch 0,6-proe. Kochsa 
Bouillon verwenden. Die Eigenbewegung der Bakterien sist 
sie für die Untersuchung störend wird, dadurch, dass ma 
des Deckgläschens aus einen Tropfen Sublimatlösung zu 

2) Die Untersuchung im hängenden Tropfe 

Dieselbe ist viel bedeutsamer, weil sie auch die Leben 
der Bakterien fortgesetzt zu beobachten gestattet. 

Man bedient sich dazu der hohlgeschliflfenen Objectt 
in der Mitte eine uhrschalenförmige Vertiefung besitzen 
tiefung wird rings an ihrem Rande mit einer ganz du 
Vaseline bestrichen, damit die kleine feuchte Kammer, w( 
wird, wenn man auf diese Vertiefung das Deckglas aufl 
abgeschlossen werden kann. Nun bringt man auf die Mit 
sorgfältig gereinigten Deckglases vermittels der Platinöse 
Tropfen der zu untersuchenden Flüssigkeit und legt dann 
so auf die Vaselinschicht, dass der Tropfen nach unten 
räum des Objectträgers frei herunterhängt. Objectträger i 
sowie alle sonstigen zur Verwendung kommenden Instrui 
durch Ausglühen gut sterilisirt sein. 

Auch im hängenden Tropfen untersucht man mit en^ 
Vor allem muss man sich hüten, bei der nicht ganz le: 
Einstellung des Tubus das Deckgläschen einzudrücken. 
Untersuchung im hängenden Tropfen beendigt, so kann n 
glas abheben, etwa anhaftende Vaseline mit Benzin entferi 
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Bismarckbraun (Vesuvin). Diese Farben kommen meistens in wässeriger 
Lösung zur Anwendung. Da nun diese wässerigen Lösungen nicht sehr 
haltbar sind, so hält man sich von den genannten Farbstoffen am besten 
concentrirte alkoholische Lösungen vorräthig, von denen man sich dann 
vor dem jedesmaligen Gebrauch durch Einträufeln in destillirtes Wasser 
eine frische wässerige Lösung bereitet, die einen Farbstoffgehalt von 
etwa 1 — IV2 Pi'oc. haben soll. Die Wirkung und Färbekraft der 
Anilinfarben wird verstärkt: 

a) Durch Erwärmung, entweder längere Zeit bei Brütofentemperatur, 
oder für kurze Zeit über einer Spirituslampe, bis von der Oberfläche 
der Flüssigkeitsschicht Dämpfe aufzusteigen beginnen. 

b) Durch einen Zusatz von Kalilauge. Dieser bediente sich Koch, 
zusammen mit dem Einfluss der Wärme bei der ursprünglichen Tuberkel- 
bacillenfarbung. 

Jetzt kommt die Kalilauge vorwiegend noch in der LöFFLEE'schen 
Methylenblaulösung zur Verwendung, welche wegen ihrer vielfachen 
Gebrauchsfähigkeit und ihrer Haltbarkeit eine Art von Universalfärbe- 
mittel für Bakterien darstellt. 

c) Durch Lösen der Farbe in Anilinwasser. Zur Bereitung des 
Anilinwassers giesst man 5 Theile Anilinöl zu 100 Theilen Wasser und 
schüttelt ordentlich um. Die beim Schütteln entstehende milchige 
Flüssigkeit filtrirt man. Sie muss dann klar und vollkommen durch- 
sichtig abfliessen. In dem Anilinwasser wird dann entweder direct die 
Farbe gelöst, oder man giesst von einer concentrirten alkoholischen 
Lösung so viel zu, bis eine deutliche Opalescenz eintritt. 

Man verwendet hauptsächlich Anilinwasserfuchsin und Anilinwasser- 
gentianaviolett. 

d) Ebenso wie Anilinwasser verstärkt auch 5-proc. Carbolwasser 
die Wirkung der Anilinfarben. Die Carbolwasserlösungen der Anilin- 
farben sind ganz besonders zu empfehlen wegen ihrer ausgezeichneten 
Färbefähigkeit und wegen ihrer Haltbarkeit. 

Die Entfernung der überschüssigen Farbe geschieht bei weitem in 
den meisten Fällen durch einfaches Auswaschen in reichlichen Mengen 
von destillirtem Wasser. 

Ausserdem kommen in Betracht: 

a^ Alkohol, 

b) verdünnte Essigsäure, meist V2 — 1-pi^oc. 

Beide bewirken eine vollständigere Entfernung der Farbe und bei 
Schnitten ein besseres Hervortreten der Kernfärbung. Zu letzterem 
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mau uem ziu' Jiiiitiaruiuig^ verweuutJieu üuluuui zustJtzt, 
stärkere Entfärbimg bewirkt als durch Alkohol allein. 

In den meisten Fällen färben die aufgezählten basisch 
färben alle ziemlich gleich gut. Eine besondere Verbn 
namentlich gefiinden: 

LöFFLEB's Methylenlblaulösung. 

Concentrirte alkoholische Methylenblaulösung 30 c 
Kalüauge 0,01 : 100 100 

Sie hat, wie alle Methylenblaulösungen, vor den übrig 
färben den Vorzug grosser Haltbarkeit. 

Färbung von Deckglastrockenpräparate 

Will man nun eine Flüssigkeit mittels des Färbeveri 
Bakterien untersuchen, so streicht man eine dünne Lage de 
dem Deckgläschen mittels der Platinöse aus, oder man bedec 
einem Tropfen der Flüssigkeit versehene Deckglas mit ein( 
und zieht dann beide von einander ab. Dann lässt man dai 
mit der bestrichenen Seite nach oben, lufttrocken werden 
es dreimal langsam durch eine Spiritusflamme. Es ist a 
merken, dass man diese Fixation durch das Erwärmen nichl 
nehmen darf, als bis das Präparat vollkommen lufttrocken 
ist. Nun bringt man das Deckgläschen entweder so in ein Ul 
mit Farblösung; dass man das zwischen Daumen und Zeig 
fasste Gläschen auf die Farbflüssigkeit herabfallen lässt, a 
es dann mit der bestrichenen Seite nach unten schwimmt, 
trägt vermittels eines Glasstabes oder einer Pipette einfac 
Tropfen der Farblösung auf das Deckglas auf. Nach 1—2- 
wäscht man in Wasser ab, indem man das Deckglas in ei 
mit Wasser hin und herbewegt, bis es keine Farbe mehr ab 
indem man auf die gefärbte Seite den Strahl einer Spritzflas 
lässt; dann trocknet man das Deckglas sehr sorgfältig zwis( 
mals gewechselten Lagen von Fliesspapier ab; man kann 
vollständige Trockenwerden des Präparats noch dadurch si( 
man dasselbe mehrmals über der Flamme hin und her zi( 
das Präparat noch irgend Spuren von Feuchtigkeit enthä^ 
der Kanadabalsam trübe. 

Dann bringt man das Deckglas mit einem Tropfen Kai 
auf den Objectträger. Will man das Präparat nicht cons 
kann man auch das Deckglas einfach mit einem Tropfen A 
den Objectträger bringen. Die Kanadabalsampräparate gebe 
bessere Bilder. 
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1) Abspülen in Wasser. 

5^ - - - - - 



5) Trocknen zwischen Fliesspapier. 

6) Kanadabalsam. 

In der beschriebenen Weise kann man mit wässerigen Lösungen 
von Fuchsin, Gentianaviolet, Methylenblau und Bismarckbraun färben. 
Namentlich Gentianaviolett eignet sich sehr gut zu den meisten der- 
artigen Färbungen, bei denen man natürlich auch von den oben aufge- 
führten Unterstützungsmitteln der Färbung Gebrauch machen kann. 
Auch die LöFFLER'sche Methylenblaulösung ist sehr zu empfehlen ; dann 
leisten auch die Farblösungen in Carbolwasser sehr gute Dienste. Für 
manche Fälle aber eignet sich mehr das 

GRAM'sche Färbungsverfahren. 

1) Färbung2— 5 Minuten lang in gesättigter Anilinwassergentiana- 
violettlösung. 

2) Uebertragen des Präparats 1 — 1^2 Minuten in Jodjodkalilösung 
1:2: 300, in welcher dasselbe ganz schwarz wird. 

3) Entfärben in Alkohol, bis die anfangs schwarze Farbe ver- 
schwunden und das Präparat blassgrau geworden ist. 

4) Einlegen in Kanadabalsam. 

Die Enterbung in absolutem Alkohol kann nach Günther be- 
schleunigt und verstärkt werden, wenn man demselben 3 Proc. Salpeter- 
säure zusetzt. Dieses Verfahren hat ausser der schnelleren und gründ- 
licheren Entfärbung auch den Vortheil, dass dabei Niederschläge von 
Farbstoff mehr vermieden werden. Die Präparate kommen dann aus 
der Jodjodkalilösung zunächst in reinen absoluten Alkohol, dann für 
10 Secunden in Salpetersäurealkohol, und dann wieder in reinen Alkohol. 
Nach RiBBERT kann man auch zur schnelleren und stärkeren Entfärbung 
dem Alkohol 10—20 Theile Essigsäure zusetzen. 

Auch durch Anwendung von Methylviolett statt des Gentiana- 
violett der ursprünglichen Vorschrift werden Niederschlänge vermieden 
und die Bakterien erhalten einen leuchtend blauen Farbenton. 
Die GnAM'sche Färbungsmethode hat zwei grosse Vortheile. Einmal 
wird alles, was in den Präparaten noch an zelligen Bestandtheilen vor- 
handen ist, entfärbt, so dass die Bakterien mit tiefblauer Farbe um so 
deutlicher und schärfer hervortreten. Eine Ausnahme machen nur : die 
Kernteilungsfiguren, die Mastzellenkörner, die Hornschicht der Epi- 
dermis und die serösen Ueberzüge der Organe. Die Zellen können 
übrigens durch eine nachträgliche Contrastförbung mit Bismarck- 
braun wieder sichtbar gemacht werden. 

Der zweite grosse Vorzug des ÖRAM'schen Verfahrens besteht darin, 
dass durch dasselbe nur gewisse Bakterienarten gefärbt bleiben, während 
9,nder^ die sojist manchmal den gefärbt bleibenden morphologisch sehr 
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ähnlich sind, entfärbt werden. Es kann also unter Umständen das 
GßAM'sche Verfahren zu differentiell-diagnostischen Zwecken 
verwandt werden und kommt dann eventuell noch neben der ge- 
wöhnlichen Bakterieniärbung zur Anwendung. 

Nach Gram f är b en sich : Tuberkelbacillus, Leprabacillus, Tetanu- 
bacillus, Pneumoniecoccus von FrXkkel- Weichselbaum, Streptococcus 
pyogenes, Streptococcus des Erysipels, Staphylocccus pyogenes aureus, 
albus, citreus undflavus, Milzbrandbacillen, Bacillen des Schweinerothlaufs, 
der Mäuseseptikämie,* Diphtheriebacillus und Micrococcus tetragenus. 

Nach Geam werden entfärbt: Typhusbacillen, Gonokokken, 
FRiEDLÄNDEE'scheKapselbacillen, Kocn'scher Kommabacillus der Cholera, 
Rotzbacillus, Bacillus des malignen Oedems, Eauschbrandbacillus, 
Hühnercholera, Kaninchenseptikämie , Schweineseuche, Rinder- und 
Wildseuche, Recurrensspirillen. 

Darstellung der Geissein und Wimperhaare 
der Bakterien. 
' Die von Löffler angegebene Methode beruht auf der Anwendung 
einer Beize, welche in folgender Weise hergestellt wird. 

1) Zu 10 ccm einer wässerigen Tanninlösung (20 : 80) werden so 
viel Tropfen kaltgesättigter, wässeriger Ferrosulphatlösung zugesetzt, bis 
die Flüssigkeit schwarz-violett erscheint ; dann wird 1 ccm wässeriger 
oder alkoholischer Lösung von Fuchsin zugesetzt (weniger wirksam wie 
Fuchsin sind Methylviolett, oderCampecheholzdecoct= 1 : 8). Mit dieser 
Beize wird das Deckglastrockenpräparat unter Erwärmen über der 
Flamme behandelt, bis Dampf entwickelung eintritt, dann wird das Deck- 
glas noch 1 oder Vj^ Minuten mit der Beize im Contact gelassen. 

Enthält die bakterienhaltige Flüssigkeit Schleim, oder Eiweiss, oder 
Gelatine, so müssen diese Substanzen durch mehrfach wiederholte 
Uebertragung in Wasser möglichst entfernt werden. 

Vor Anwendung der Beize müssen die Deckglaspräparate in der 
gewöhnlichen Weise durch die Flamme gezogen werden; zu starkes 
Erhitzen vernichtet aber die Beizbarkeit. 

Für manche Bakterien (Säurebildner) wirkt besser ein Zusatz von 
Alkali (einige Tropfen einer 1-proc. NaOH-Lösung), für andere (Alkali- 
bildner) besser ein Säurezusatz (H2SO4). Der Grad des Säure- oder 
Alkalizusatzes muss dann ausprobirt werden. 

2) Abspülen in Wasser, dann in absolutem Alkohol. 

3) Nachfärben in einer gesättigten Anilinwasser - Fuchsinlösung 
welche durch tropfenweisen Zusatz einer 1-proc. NaOH-Lösung neutra- 
lisirt ist. Es wird so lauge NaOH-Lösung zugesetzt, bis die an und 
für sich in einer mehrere Centimeter dicken Schicht noch durchsichtige 
Flüssigkeit anfängt, undurchsichtig zu werden. Diese Farbflüssigkeit 
wird auf das Deckglas aufgetropft und letzteres etwa 1 Minute lang 
erwärmt, bis Dampfbildung auftritt. 

B. Färbung von Schnittpräparaten. 

Die Untersuchung von Bakterien in Schnitten geschieht fast immer 
nach vorausgegangener Färbung. 

Zur Bakterienfärbung werden die Schnittpräparate immer direct 
aus dem absoluten Alkohol in die Farblösung gebracht. Für die meisten 
Fälle eignet sich sehr gut Gentianaviolett. 

Im Allgemeinen kommen dieselben Methoden der Färbung in Be- 
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i^Jntwässern in Alkohol mit sich bringt, vermeiden oder verringern, so 
kann man dem zum Entwässern benutzten Alkohol etwas von derselben 
Farbe zusetzen, in der man gefärbt hat. Der Alkohol wirkt dann nur 
noch wasserentziehend, entzieht aber dem Präparat keine Farbe mehr. 
In der Regel aber ist dieses Verfahren überflüssig, wenn man von vorn- 
herein so stark färbt, dass eine partielle Entfärbung in Alkohol nicht 
nur nicht schadet, sondern erwünscht ist. 

5) Zur Aufhellung der Schnitte eignet sich Nelkenöl nicht, da es 
die Anilinfarben auszieht, zum Theil ihnen auch einen schmutzigen 
Farbenton verleiht. Besser ist Origanumöl; am meisten aber empfiehlt 
sich zum Aufhellen von Bakterienschnitten Xylol (s. p. 29). 

Die einzelnen Methoden, die bei der Färbung von Schnitten auf 
Bakterien zur Verwendung kommen, sind die folgenden : 

Färbung nach Löffler. 

1) Färbung in Löffler's Methylenblau (s. p. 59) 3 — 5 Minuten lang. 

2I 10—30 Secunden lang in 0,5 proc. bis 1,0-proc. Essigsäure. 

3) Entwässern in Alkohol; Xylol, Kanadabalsam. 

Man kann auch der Essigsäure zur stärkeren Entfärbung so viel 
Tropaeolin zusetzen, dass sie eine hellgelbe Farbe erhält. 

Färbung in Gentianaviolett. 

1) Färbung in 2-proc. wässeriger oder in ebenso starker alkoho- 
lischer Gentianaviolettlösung , bis die Schnitte dunkelviolett 
geworden sind. 

2) Auswaschen in absolutem Alkohol, bis eine hellviolette Färbung 
erzielt ist. 

3) Xylol, Kanadabalsam. 

Diese Methode giebt bei vielen Schnitten, namentlich z. B. bei Milz- 
brandbacülen, ausgezeichnete Resultate. Es wird eine ganz distincte 
hellviolette Färbung der Kerne erzielt, von denen sich die Bacillen 
durch ihre gesättigtere Färbung scharf abheben. 

In einzelnen Fällen ist es praktisch, die Schnitte aus der Farbe 
und vor dem Auswaschen in Alkohol für 10 — 20 Secunden in 5-proc. 
Essigsäure zu bringen. 

Fuchsinfärbung nach Pfeiffer. 



1) Alkoholhärtung. 

2) - - 



2) Färben ^2 Stunde lang oder länger in Carbolfuchsinlösung 
(p. 80) 1 : 20 Aqu. destillat. 
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3) Auswaschen in einer Schale destillirten Wassers, dem 1 Tropfen 
Eisessig zugesetzt ist, bis der Schnitt grauviolett aussieht. 

4) Alkohol, Oel, Kanadabalsam. 

GßAM'sche Färbung. 

S. p. 60. Die Färbung wird etwas länger vorgenommen wie bei 
Trockenpräparaten. In die Jodlösung werden die Schnitte entweder 
direct aus der Farblösung, oder nachdem man sie für ganz kurze Zeit 
in 0,6-proc. Kochsalzlösung gebracht hat, mit dem Spatel über- 
tragen, weil sie sich sonst stark kräuseln. 

Meist ist dann noch eine Nachfärbung am Platze, die am besten 
mit Bismarckbraun in folgender Weise bewirkt wird. 

1) Der in Alkohol entfärbte Schnitt wird 2 — 5 Minuten in wässe- 
riger oder alkoholischer Bismarckbraunlösung (s. p. 38) gefärbt. 

2) Auswaschen in Alkohol absolut, bis der Schnitt gelbbraun ge- 
worden ist. 

3) Xylol, Kanadabalsam. 

Auch vor der Bakterienfärbung kann schon eine Kerniärbung mit 
Pikrokarmin (p. 37) oder besser noch Lithionkarmin (p. 36) vorgenommen 
werden. Dieses Verfahren verdient im Allgemeinen den Vorzug, da 
manche Bakterien durch die nachfolgende Färbung mit Bismarckbraun 
undeutlicher werden. 

Verfahren von Weigert. 

1) Härtung der Präparate in absolutem Alkohol. 

2) Färben in einer gesättigten Anilinwassergentianaviolettlösung 
oder Methylviolettlösung 5 — 15 Minuten lang. 

3) Kurzes Abspülen in 0,6-proc. Kochsalzlösung. 

4) Der Schnitt wird auf dem Spatel oder auf dem Objectträger 
aus der Kochsalzlösung genommen und vorsichtig mit Fliess- 
papier, abgetrocknet. 

5) 1 — 2 Minuten in Jodjodkalilösung auf dem Spatel oder Object- 
träger. 

6) Abtrocknen mit Fliesspapier. 

7) Entfärben in Anilinöl, bis dasselbe keine Farbe mehr annimmt. 

8) Entfärben des Anilinöls mit Xylol. 

9) Kanadabalsam. 

Die Methode giebt sehr gute Bilder. Es färben sich nur die Spalt- 
pilze (und etwa vorhandenes Fibrin) tiefblau. Will man auch das Ge- 
webe sichtbar machen, so färbt man vorher 3 Minuten lang in Lithion- 
karmin (s. p. 36) und bringt die Schnitte aus dem Wasser, in welchem 
der salzsaure Spiritus entfernt wurde, in die Anilin wassergentianaviolett- 
lösung. Die Färbung mit Lithionkarmin muss vorher geschehen, weil 
bei der WEiGERT'schen Färbung eine Entwässerung in Alkohol unzu- 
lässig ist. 

Methylenblaumethode von Kühne. 

1) Uebertragen der Schnitte aus dem Alkohol in eine Lösung von 

Methylenblau 1,5 

Alkohol absolut. 10,0 

5-proc. Carbolwasser 100,0 
V2— 2 Stunden lang (letzteres bei Leprabacillen). 

2) Schnelles Abspülen in Wasser. 

3) Auswaschen in angesäuertem Wasser, 2 Tropfen Salzsäure : 100 
Wasser, bis die Schnitte blassblau geworden sind. 
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von Terpentinöl mit Schwefelsäure erhalten.) 

Die etwas umständliche Methylenblaumethode von Kühne ist auf 
verhältnissmässig viele Bakterienarten anwendbar; auch schwieriger zu 
färbende Bacillen treten durch sie deutlich hervor. Will man neben 
der Bakterienfärbung auch noch eine scharfe Kernfärbung erzielen, so 
wäscht man nicht in angesäuertem Wasser, sondern statt dessen in 
stark verdünnter wässeriger Lösung von Chlorhydrinblau aus. 

Trockenmethode von Unna. 

Manche Bakterien werden bei der Entwässerung des Schnittes in 
Alkohol ganz oder theilweise entfärbt Diesem Nachtheil begegnet die 
Trockenmethode von Unna: 

Der Schnitt kommt aus der Entfärbungsflüssigkeit in Wasser und 
wird dann auf dem Objectträger ausgebreitet. Nun wird das Wasser 
durch mehrmaliges Aufdrücken von Fliesspapier möglichst entfernt, und 
dann der Objectträger über der Flamme schnell bis zum vollständigen 
Austrocknen des Schnittes erhitzt. Nach dem Erkalten erfolgt sofort 
Einschluss in Kanadabalsam. 

Schnittpräparate von Gelatineculturen. 

In den letzten Jahren sind mehrere Methoden empfohlen worden, 
um Schnittpräparate von Gelatinestichculturen anzufertigen. 

Zu dem Zwecke sticht man die Agar- oder Gelatinecultur aus oder 
entfernt sie durch leichtes Erwärmen des ßeagensglases. Man kann 
auch das letztere zerschlagen. Der Gelatine- oder Agarstich wird dann 
in 85-proc. — 95-proc. Spiritus übertragen, gehärtet, später auf Kork 
fixirt und mit dem Mikrotom geschnitten. 

Neisser empfiehlt, die Stiche zunächst je nach der Grösse für 
1 — 8 Tage in eine 1-proc. Lösung von doppeltchromsaurem Kali zu 
übertragen und der Einwirkung des Lichtes auszusetzen. Dann gründ- 
liches Auswaschen in Wasser und Härtung erst in 70-proc., dann in 
95-proc. Alkohol. 

Die Färbung geschieht in den gewöhnlichen Lösungen von Anilin- 
farben. Gelatine und Agar selbst geben sowohl in Alkohol wie in 
Anilinöl den Farbstoff ab. Aehnlich wie bei Stichculturen verföhrt man 
auch bei Plattenculturen. 

Nach Hausee kann man Bakterienculturen in folgender Weise 
durch For malin conserviren. 

Man benetzt den Wattepfropfen der Stichcultur oder das Fliess- 
papier der Schale bei Plattenculturen mit einigen Tropfen Formalin und 
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bringt das Ganze dann in ein verschliessbares Gefäss, in welchem man 
in einem Schälchen einen Wattebausch, der mit 10 — 15 Tropfen For- 
maUn befeuchtet ist, aufstellt. 

Aul diese Weise erhält die Gelatine die Consistenz von in 
70-procentigem Alkohol gehärtetem Celloidin und kann bei keiner 
Temperatur mehr verflüssigt werden. 

Namentlich verflüssigende Bakterien können so in den verschiedenen 
Stadien der Verflüssigung eine Zeit lang zu Demonstrationszwecken 
conservirt werden. 

Auch kann man einzelne Culturen auf der Platte ausstechen, 
herausheben, auf dem Objectträger mit gewöhnlicher Gelatine um- 
giessen, unter einem Deckglas für 24 Stunden in die Formalinkammer 
bringen und dann mit einem Lackring umschliessen. Ebenso lassen 
sich direct auf dem Objectträger angelegte Culturen fixiren, und even- 
tuell auch in ganz dünner Fuchsinlösung differenziren. 

Färbung der Sporen. 

Die Sporen bilden helle, stark glänzende Kömer entweder inner- 
halb der BaciUen oder an einem Ende des Stäbchens. Sie sind dadurch 
ausgezeichnet, dass sie den Farbstoff viel schwerer aufiiehmen als Bak- 
terien und demgemäss bei den gewöhnlichen Bakterienfarbungen als 
ungefärbte, helle Körnchen erscheinen. Sie geben aber auch den ein- 
mal aufgenommenen Farbstoff viel schwerer wieder ab, als die Bakterien 
selbst. Darauf beruht die Methode der Sporenfärbung. 

Man filrbt dieselben längere Zeit in der Wärme mit Anilinwasser- 
fachsin oder Carbolfuchsin und entfärbt dann kurze Zeit in einer 
Mineralsäure, die den Bakterienleib wieder entfärbt, während die Spore 
gefärbt bleibt. Wäscht man dann in Wasser aus und wendet nach- 
träglich für die schon entfärbten Bakterien eine Contrastfärbung, am 
besten Methylenblau an, so erscheinen die Sporen, die von der nach- 
träglichen Methylenblaufarbung unbeeinflusst bleiben, roth, die Bak- 
terien dagegen blau. Die Färbung den Sporen ist mit Sicherheit bis 
jetzt nur in Deckglaspräparaten gelungln. 

Das Verfahren stellt sich also folgendermaassen dar: 

1) Aufstreichen der zu untersuchenden Flüssigkeit auf Deckgläser, 
Lufttrocknen und dreimaliges Durchziehen durch die Flamme. 

2) Färbung 20 — 40 Minuten lang in erwärmter Anilinwasser- 
fuchsinlösung oder in Carbolfuchsin. 

3^ 1 Minute lang Entfärben in 5-proc. Salpetersäure. 

4) Abspülen in Wasser. 

5) Färben, 2 Minuten lang in LörPLEB'schem Methylenblau. 

6) Abspülen in Wasser. 

7) Trocknen zwischen Fliesspapier. 

8) Kanadabalsam. 

Sporenfärbung von Möller. 

1) Fixiren des lufttrocknen Deckglaspräparates durch dreimaliges 
Durchziehen durch die Flamme oder 2 Minuten langes Ein- 
tauchen in absoluten Alkohol. 

2) Eintauchen in Chloroform, 2 Minuten lang. 

3) Abspülen mit Wasser. 

4) Eintauchen in 5-proc. Chromsäurelösung, V2 — 2 Minuten lang. 

5) Gründliches Abspülen in Wasser. 

von Kahl den, Technik der histologiachen Untersuchung. 4. Aufl. 5 
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man die ßöhrchen auf einen T^ag in den Brutschrank, um etwaige Ver- 
unreinigungen noch vor dem Gebrauch zu entdecken. 

Hämoglobin gewinnt man am besten aus Taubenblut, indem man 
dasselbe mit der 3— 4 fachen Menge sterilisirter 0,6proc. Kochsalz- 
lösung schüttelt und dann im Eisschrank sedimentiren lässt. Das 
Sediment von rothen Blutkörperchen wird noch zwei Mal mit Koch- 
salzlösung gewaschen und dann durch Schütteln mit einer geringen 
Menge Aether das Hämoglobin gelöst. Der Aether wird im Vacuum 
verdampft und die zurückbleibende Hämoglobinlösung durch ein Kiesel- 
gurfilter filtrirt. Ein Tröpfchen von ihr wird in 0,6proc. Kochsalz- 
lösung auf Agar gebracht. 

Da das Agar sehr schnell erstarrt, so wird zum Plattengiessen 
auch eine Mischung von 2 Proc. Gelatine und 1 Proc. Agar empfohlen. 

Beim Erstarren wird an der Oberfläche des Agar etwas Flüssig- 
keit ausgepresst. das sog. Condensationswasser. 

Blutserum. Das Blut wird der Carotis eines grösseren Thieres 
entnommen und in Glascylinder geleitet, die vorher sterilisirt sind. 
In diesen lässt man es 24 Stunden auf Eis stehen, damit sich das 
Serum vom Blutkuchen trennt. Das Serum wird dann mit steriUsirten 
Pipetten in ebenfalls sterilisirte Keagenzröhrchen gefüllt, und dann 
einer fractionirten Sterilisation unterworfen, indem man es 
eine Woche lang täglich 4 bis 5 Stunden im Thermostaten einer Tem- 
peratur von 56—58 ^ C. unterwirft. Dann lässt man es im Thermostaten 
bei 68 ® C. (nicht höher !) in schräger Richtung erstarren. Auch hier- 
bei bildet sich Condensationswasser. 

Wenn sich bei dem Aufsaugen des Blutes Verunreinigungen aus- 
schliessen lassen, so kann man das Blutserum auch sofort bei 68 ^ erstarren 
lassen und dann die ßeagenzgläschen mehrere Tage bei Brüttemperatur 
halten, um diejenigen auszuschalten, in welchen Keime aufgehen. 

Menschliches Blutserum gewinnt man aus der Nabelschnur, während 
die Placenta noch im Uterus sitzt. 

Zur Züchtung von Gonokokken verwendet man eine Mischung 
von 3 Theilen ßinderblut- oder Menschenblutserum mit 1 Theil alkalisirter 
und filtrirter Bouillon aus: Fleischwasser, Pepton 1 Proc, Kochsalz 
0,5 Proc, Traubenzucker 1 Proc. Discontinuirliche Sterilisation an 
mehreren Tagen. 

Milch wird in Reagenzgläser oder in EßLENMEYER'sche Kölbchen 
abgefüllt und 1 Stunde lang in strömendem Dampf sterilisirt. 

Kartoffel. Dieselben werden sorgfältig abgebürstet, die sog. Augen 
ausgeschnitten, 1 Stunde lang in 1 proc Sublimatlösung gelegt und 
dann ^j^ Stunden lang in mit Watte verschlossenen Gläsern gekocht 
und dann mit ausgeglühten Messern halbirt. Man kann aber die Kar- 
toffel auch zunächst schälen, dann in Scheiben zertheilen und diese in 
kleinen Glasdosen sterilisiren. 

III. Das Culturverfahren. 

Die Anlegung von Eeinculturen wird fast immer eingeleitet durch 
das KocH'sche Plattenverfahren. 

Zu dem Zwecke verflüssigt man vorsichtig drei ßöhrchen mit 
Gelatine und bringt in das erste Röhrchen, nachdem dasselbe auf 40 ^ 
abgekühlt ist, einen Tropfen des zu untersuchenden Materials -mittels 
einer ausgeglühten Platinöse. Nachdem das Impfmaterial durch Schütteln 
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in der Gelatine gleichmässig vertheilt ist, impft man von dem ersten 
Röhrchen das zweite und von dem zweiten wieder das dritte, weil aus 
dem ersten Köhrchen oft die Kolonien zu dicht neben einander wachsen. 
Dann giesst man die einzelnen Röhrchen auf vorher im Trockenschrank 
sorgfältig sterilisirte Glasplatten aus, die man auf einem sog. Platten- 
giessapparat gelegt hat. Letzterer besteht aus einem dreieckigen Ge- 
stell mit Stellschrauben, welche unter Zuhülfenahme einer Libelle 
eine vollständig wagerechte Stellung erlauben. Auf diesem Gestell ruht 
eine breite, mit Eis gefüllte und mit einer Glasscheibe bedeckte Glas- 
schale und diese nimmt die länglichen Platten auf, auf welchen die 
Gelatine ausgegossen wird. Vor dem Ausgiessen brennt man am 
besten den Wattepfropf des Reagenzröhrchens oberflächlich ab und 
zieht auch das obere Eijde desselben unter rotirenden Bewegungen noch 
einmal durch die Flamme des Bunsenbrenners um etwaige aus der 
Luft oder von den Fingern herrührende Verunreinigungen auszu- 
schliessen. Ebenso werden die einzelnen Platten vor dem Gebrauch 
noch einmal über einer Bunsenflamme abgeglüht. 

Man giesst die Gelatine derart aus, dass der Rand der Platte 
überall in einer Breite von IV2 cm frei bleibt. 

Die einzelnen Platten kommen auf Glasbänkchen übereinander ge- 
stellt in eine feuchte Kammer, welche auf dem Boden eine mit l^^o 
Sublimatlösung getränkte Lage von Fliesspapier trägt. 

Hat man voraussichtlich mit Bakterien zu thun, die nur bei Brüt- 
temperatur wachsen, s6 verwendet man Agarplatten. Das Verfahren 
ist hierbei dasselbe, wie bei der Gelatine, nur muss man, weil Agar 
schneller erstarrt, während der Arbeit die Reagenzgläser in einem 
Wasserbade von 42 " C. halten und das Plattengiessen möglichst be- 
schleunigen. 

Das Plattenverfahren ermöglicht es von Gemengen ver- 
schiedener Bakterien jede einzelne Art getrennt zum 
Wachsthume zu bringen und zu verfolgen. 

Zu dem Zwecke impft man, wenn man mit blossem Auge oder 
unter Zuhülfenahme des Mikroskops auf den Platten Kolonien von 
verschiedenem Aussehen gefunden hat, von jeder mittels ausgeglühten 
Platinnadeln auf verschiedene Nährböden und verfolgt dort deren 
Wachsthum isolirt. 

Selbstverständlich kann man auch von jeder der verschiedenen 
Kolonieen mikroskopische. Präparate anfertigen, entweder so, dass man 
mit der Nadel etwas Material entnimmt und auf dem Deckglas mit 
etwas Wasser verreibt, oder so, dass man das Deckgläschen auf die 
Kolonie andrückt und nun sog. Klatsch präparate herstellt. 

Auf in Reagenzgläsern befindliche Gelatine impft man in der 
Art, dass man den Wattepfropf oberflächlich abbrennt und dann das 
Glas mit dem Pfropf nach unten gerichtet öffnet, um das Hereinfallen 
von Luftkeimen zu verhindern. Dann sticht man von unten ein, oder 
fahrt, falls man schräg erstarrte Nährböden verwendet, mit der Nadel 
über die Oberfläche. 

Wenn man direct aus einem Organ, z. B. aus der Milz Stich- 
culturen anfertigen will, so verfährt man, nachdem man dasselbe ober- 
flächlich mit Sublimat abgewaschen und dann mit einem ausgeglühten 
Messer eine frische Schnittfläche augelegt hat, in ähnlicher Weise, 
indem man von dieser Schnittfläche mit der Nadel einen Tropfen Ge- 
webssaft entnimmt und dann impft. 
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Statt auf Platten kann man die Gelatine auch in flache Doppel- 
schalen, sog. PETKi'sche Schalen ausgiessen, die dann aber auch in einer 
feuchten Kammer gehalten werden müssen. 

Auf demselben Princip wie die Plattenmethode beruht das 
Kollverfahren von Esmarch. Hierbei wird in verflüssigte Gelatine 
geimpft, diese aber nicht ausgegossen, sondern durch Drehen auf der 
Wand des Reagenzglas ausgebreitet und so eine Trennung der Kolo- 
nieen bewirkt. 

Eine solche Trennung lässt sich übrigens bis zu einem gewissen 
Grade auch auf Kartoffeln erreichen, wenn man etwas von dem zu 
untersuchenden Material, z. B. Magensaft auf eine Kartoffel ausstreicht, 
dann mit ausgeglühter Nadel von dieser auf eine zweite und von dieser 
wieder auf eine dritte Kartoffel impft und so Verdünnungen herstellt. 

Zur Züchtung von anaeroben Bakterien setzt man den Nährböden 
reducirende Substanzen, Traubenzucker oder ameisensaures Natron 
(s. oben) zu. Handelt es sich um Plattenculturen, so kann man einen 
theilweisen Abschluss der Luft dadurch erreichen, dass man dieselben 
mit Glimmerplättchen bedeckt. Man kann zu demselben Zwecke bei 
Stichculturen auch Röhrchen anwenden, die höher als gewöhnlich mit 
Gelatine gefüllt sind, und daher in der Tiefe die Anaeroben zur Ent- 
wicklung kommen lassen. 

Auch kann man in besonderen mit zwei Oeffinungen versehene 
Schalen oder Eeagenzgläschen die Luft durch Wasserstoff verdrängen. 

Buchner empfiehlt zur Züchtung der Anaeroben die Culturen mit 
nicht zu fest eingedrücktem Wattepfropf in ein luftdicht abgeschlossenes 
Gefäss zu bringen, an dessen Boden sich eine Schale mit alkalischer 
Pyrogalluslösung befindet. (Pyrogallol 1,0 Liqu. Kali caust. 1,0. Aqu. 
10,0), welche den Sauerstoff der Luft aufsaugt. 

L'^ebersicht über die Färbung der verschiedenen 

pathogenen Bakterien und über ihre wichtigsten 

Cultur eigen Schäften. 

Eiterkokken. 

Die gewöhnlich im Eiter vorkommenden verschiedenen Kokken- 
arten, der Staphylococcus pyogenes aureus, citreus, flavus 
und albus, sowie der Streptococcus pyogenes färben sich alle 
gut mit den gewöhnlichen wässerigen Anilinfarblösungen, namentlich 
mit Gentiana violett und mit Löffler's Methylenblau. 

Sie lassen sich sämmtlich auch nach Gkam (s. p. 60) förben, und 
diese Methode ist desshalb besonders zu empfehlen, weil die zahlreichen 
Eiterkörperchen, die sonst das scharfe Hervortreten der betreffenden 
Kokkenart erheblich beeinträchtigen, entfärbt werden. Auch hat das 
Gelingen der GRAM'schen Färbung eine differentiell-diagnostische Be- 
deutung gegenüber anderen ähnlich aussehenden Kokken. 

Für Schnitte ist ebenfalls die GRAM'sche Färbung (s. p. 63) mit 
nachfolgender Färbung in Bismarckbraun oder die WEiGERT'sche Fär- 
bung (s. p. 63) mit vorhergehender Lithionkarminfärbung zu empfehlen. 

Es ist zu beachten, dass die genannten Kokken nicht nur bei Ab- 
scessen und Phlegmonen, sondern auch bei Osteomyelitis, Pyämie, acuter 
Endocarditis , Endometritis, eiteriger Meningitis etc. gefunden werden. 

Der Staphylococcus pyogenes aureus wächst ziemlich schnell, 
schon bei Zimmertemperatur, besser bei 37® auf Gelatine unter Bil- 
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dung gelbUcher, später orangefarbiger Kolonieen, welche die Gelatine 
verflüssigen. Auf Agar undurchsichtige gelbliche Rasen, auf Kar- 
toffel dicker orangegelber Belag. 

Der Staphylococcus pyogenes citreus bildet citronengelbes Pigment, 
der.Staphylococcus albus weisse Kolonieen. Sonst verhalten sie sich 
wie der Staphylococcus aureus. . 

Streptococcus pyogenes wächst gewöhnlich bei Zimmertemperatur 
schlecht, ohne die Gelatine zu verflüssigen, am besten bei 
35—37 ^. Auf Agarplatten bilden die Kolonieen feine granulirte Pünkt- 
chen, in der Stich- und Strichcultur einzelne nicht confluirende Pünkt- 
chen. In Bouillon sehr gutes Wachsthum unter Bildung eines flockigen 
Bodensatzes. Facultativ anaerob. Auf Kartoffeln kein oder sehr kümmer- 
liches Wachsthum. 

Erysipelkokken. 

Der dem Streptococcus pyogenes morphologisch so sehr ähnliche 
Streptococcus des Erysipels verhält sich auch Farblösungen gegenüber 
ganz gleich. Er färbt sich auch gut nach Gram. 

Erysipelcoccus wächst auch ganz ähnlich wie Streptococcus pyogenes. 

Gonokokken. 

Die Gonokokken liegen zum grossen Theil innerhalb der Eiter- 
zellen, und es erleichtert diese charakteristische Lage die Diagnose 
sehr. Die Untersuchung geschieht an Deckgläsern, die mit dem Eiter 
der Harnröhrenschleimhaut; der Cervixschleimhaut, der Tube etc. oder 
der Conjunctiva bestrichen sind. 

In Tripperflecken auf Wäsche kann man die Gonokokken noch 
nach langer Zeit nachweisen, wenn man die Schüppchen abschabt, in 
Wasser aufquellen lässt und dann auf dem Deckglas färbt. 

Die Färbung geschieht mit wässerigen Farblösungen. Nach Gram 
entfärben sich die Gonokokken, was für die Differentialdiagnose von 
Wichtigkeit ist. 

Eine Doppel färbung erreicht man nach folgender Methode; 

1) Färben 2 — 3 Minuten lang in alkoholischer Eosinlösung, 
eventuell in der Wärme. 

2) Absaugen des überschüssigen Eosins mit Fliesspapier. 

3) Färben, V2 Minute lang, in alkoholischer Methylenblaulösung. 

4) Abwaschen in Wasser. 

Es erscheinen dann die Kokken blau, die Zellen roth. 
J. Schütz empfiehlt folgendes Verfahren: 

1) Färben der Deckglastrockenpräparate in einer gesättigten 
Lösung von Methylenblau in 5-proc. Carbolwasser, 5 bis 
10 Minuten laug. 

2) 3 Secunden lang verweilen in Essigsäure wasser : Acid. acetic. 
dilut. 5 Tropfen: Aqua 20. 

3) Gründliches Abspülen in Wasser. 

4) Nachfärbung in sehr verdünnter Saffraninlösung. 

5) Trocknen mit Fliesspapier. Kanadabalsam. 

Für Schnittpräparate empfiehlt Touton Färbung mit Carbolfuchsin 
und nachfolgendes Auswaschen in Alkohol. 

Zur Züchtung des Gonococcus bedient man sich des p. 68 ange- 
gebenen Nährbodens von Blutserumbouillon oder man bringt deu Eiter 
in Blutserum von 40 ^ und stellt zwei weitere Verdünnungen her. 
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Dann werden die drei Bohren mit der gleichen Menge von 2-pro-* 
centigem Agar vermengt, welches auf 40 ^ abgekühlt ist, und von dem 
Gemisch drei Platten gegossen. 

Die Kolonieen sind im Centrum dunkler, in der Peripherie zarter 
feinkörniger Belag. Im Strich auf Blutserumagar einzelne graue Kolo- 
nieen, die später zu einem zähschleimigen Basen confluiren. 

Wachsthum nur bei 37 ^ 

Fneumoniecoccus von Fränkel- Weichselbaum. 

Der lancettförmige Diplococcus von; Fränkel -Weichselbaum 
kommt am häufigsten bei Pneumonie vor; er ist von einer Kapsel um- 
geben, die bei der gewöhnlichen Färbungsmethode ungefärbt bleibt. 
Zu beachten ist aber, dass er sich nicht nur in der Lunge bei crou- 
pöser Pneumonie findet, sondern dass er namentlich auch in den Ex- 
crescenzen der frischen Endocarditis und in dem Eiter der Cerebro- 
spinalmeningitis oft nachgewiesen ist. Er färbt sich mit den gewöhnlichen 
wässerigen Farblösungen. Sehr bewährt hat sich mir auch die Färbung 
in Carbolfuchsin (Fuchsin 1 ; 5-proc. Carbolwasser 100). Bei mehr- 
stündigem Verweilen in der Lösung erscheint der Coccus selbst intensiv 
roth gefärbt, die Kapsel hat einen leichten röthlichen Farbenton. 
Wegen der Kapseldarstellung siehe auch Friedländer's Kapselbacillus. 

Der Pneumoniecoccus von Fränkel- Weichselbaum färbt sich, was 
besonders hervorzuheben ist, auch nach Gram; es ist das ein für die 
Differentialdiagnose sehr wichtiger Unterschied gegenüber dem Kapsel- 
bacillus Friedländer's 

Der Pneumococcus wächst langsam, nicht unter 24<*. Optimum 35^. 
Auf Gelatine meist schlechtes Wachsthum, ohne Verflüssigung. 
Wächst nur auf schwach alkalischem Agar. Auf Agarplatte in Form 
kleiner, durchsichtiger, feiner Tröpfchen, im Strich ähnlich. Auf Blut- 
serum als schleimiger Ueberzug, der aus einzelnen Tröpfchen zusammen- 
gesetzt ist. 

Fbiedländer*s Kapselbacilltts. 

Der FRiEDLÄNDER'sche Kapselbacillus färbt sich ebenfalls gut mit 
wässerigen Farblösungen, wobei die Kapsel ungefärbt bleibt. Er ent- 
färbt sich nach Gram. 

Will man die Kapsel in Schnitten mitfärben, so verfährt man 
folgendermassen : 

1) Färben 24 Stunden lang in der Wärme in : 

conc. alkoholischer Gentianaviolettlösung 50,0 
Aqua destillat. 100,0 

Eisessig 10,0 

2) Auswaschen in 1-proc. Essigsäure. 

3) Alkohol. 

4) Kanadabalsam. 

Auf diese Weise färbt sich die Kapsel blassblau, die centrale Partie 
dagegen tiefblau. Wenn man den Grad der Entfärbung nicht richtig 
trifft, so bleibt auch die Kapsel dunkelblau gefärbt. 

Für Deckglaspräparate hat Friedländer zur Färbung der Kapsel 
folgendes Verfahren angegeben: 

1) Die dreimal durch die Flamme gezogenen Präparate werden 
einige Minuten lang in Essigsäure gelegt. 

2) Entfernen der Essigsäure durch Blasen mit einem Glasrohr 
und schnelles Trocknen an der Luft. 
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3) Färben einige Secnnden lang in gesättigter Anilinwassergentiana- 
violettlösung. 

4) Abspülen in Wasser; Trocknen zwischen Fliesspapier; Kanada- 
balsam. 

RiBBERT verfährt znr Darstellung der Kapsel nach folgender 
Methode : 

1) Färben wenige Minuten lang in einer in der Wärme gesättigten 
Lösung von: 

Dahlia 

Wasser 100,0 
Alkohol 50,0 
Eisessig 12,5 

2) Abspülen in Wasser. Trocknen. Kanadabalsam. 

Die Bakterien erscheinen tiefblau, die Kapsel hellblau. Wenn aber 
die Farblösung zu lange einwirkt, so erscheint auch die Kapsel tiefblau 
und lässt sich dann nicht mehr von den Kokken unterscheiden. 

Der FniEDLÄNDER'sche Bacillus wächst schon bei Zimmertempe- 
ratur gut. Auf Gelatine porzellanartige glänzende Knöpfchen, in 
Stichcrdtur weisslichen Strich, ohne zu verflüssigen, Agarstrichcultur 
weisslicher Rasen, auf Kartoffel gelbliche, feuchte Massen mit Gas- 
entwicklung. 

Sarcina ventriculi. 

Färbt sich mit wässerigen Anilinfarblösungen. Die leicht ein- 
tretende Ueberfärbung wird am besten bei Anwendung verdünnter 
Bismarckbraunlösungen vermieden. 

Die verschiedenen Sarcinearten wachsen auf Gelatine, Kartoffeln, 
Agar, zum Theil auch in Heuinfus. 

Milzbrandbacillen. 

Die Milzbrandbacillen färben sich gut in den gewöhnlichen wässe- 
rigen Lösungen. Sie färben sich auch gut nach Gram. 

Für Schnittpräparate ist diese letztere Färbung mit nachfolgender 
Bismarckbraunfärbung (s. p. 63) anzuwenden oder die WEiGERT'sche 
Färbung (s. p. 63) mit vorheriger Färbung in Lithionkarmin. Ausser- 
dem giebt aber auch gerade bei Milzbrandschnittpräparaten die ein- 
fache Färbung in starker wässeriger Gentianaviolettlösung und nach- 
heriges Auswaschen in absolutem Alkohol (s. p. 62) sehr gute Bilder. 
Die Kerne sind hellblau, die Milzbrandbacillen dunkelblau gefärbt. 

Die Sporenfärbung wird in der p. 65 erwähnten Weise vorge- 
nommen. 

Der Milzbrandbacillus wächst auf Gelatine, Agar, Blutserum, Kar- 
toffeln und in Bouillon. Minimum 12 ^ C. Optimum 35 ^, Maximum 45®. 

Auf Gelatineplatten rundliche, leicht gelbliche Kolonieen, bei 
schwacher Vergrösserung in der Peripherie ein Gewirr von unregel- 
mässigen, welligen Fäden, die oft peitschenschnurartig umbiegen. Im 
Centrum dichte Knäuel. Langsame Verflüssigung. Gelatine- 
stichcultur weissliche Streifen, unter Verflüssigung eine Wolke bildend, 
von der seitliche Fortsätze ausgehen. Auf Agar dicker Belag, auf 
Kartoffel trockene weissliche Easen, bei Brüttemperatur hier reich- 
liche Sporenbildung. 

Bacillen des malignen Oedems. 

Die Bacillen des malignen Oedeuis sind etwas schlanker als die 
Milzbrandbacillen, denen sie sonst sehr ähnlich sehen. Sie färben sich 
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in wässerigen Lösungen von Gentianaviolett; nach Gram entfärben 
sie sich. 

Nur bei Sauerstoffabschluss züchtbar, am besten bei Körpertemperatur. 
Auf Gelatineplatten bildet die Cultur kleine glänzende Hohlkugeln, welche 
mit Flüssigkeit gefüllt sind. In der Gelatinestichcultur Verflüssigung 
und Trübung unter Bildung von Gasblasen. Auf Agar (am besten 
mit 2 Proc. Traubenzucker) diffus wolkige Trübung und Gasentwick- 
lung. Züchtung auch im Innern von gekochten Kartoffebi möglich. 
Bouillon wird anfangs diffus getrübt, später weisslicher Bodensatz. 

Diphtheriebacillus. 

In den diphtheritischen Membramen findet sich eine Anzahl ver- 
schiedener Arten von Kokken und Stäbchen, die sich mit den ge- 
wöhnlichen Farblösungen gut tingiren. Ausserdem aber hatLöFFLER 
ein Stäbchen beschrieben, dass ziemlich kurz und etwas gekrümmt er- 
scheint, und das sich besonders gut mit Löffler's Methylenblau, 
aber auch mit sonstigen wässerigen Farblösungen färbt und zu der 
Diphtheritis in ätiologischer Beziehung steht. Nach Gram wird der 
Diphtheriebacillus entfärbt. 

Der Diphtheriebacillus wächst nur bei Temperatur über 20 0, 
Optimum 37 ^ Auf Gelatineplatte rundliche weisse Kolonieen, ohne 
zu verflüssigen, in der Gelatinestichcultur kleine rundliche Kolo- 
nieen. Besonders günstig ist Glyzerinagar. Hier grauweisse Kolo- 
nieen. Auf alkalisch gemachten Kartoffeln grauweisser Belag, aufFleisch- 
infuspepton - Zuckerserum (3 Theile Einderblutserum mit 1 Theil 
Bouillon, welche je 1,0 Proc. Pepton und Zucker und 0,5 Proc. NaCl 
enthält) dicker, gelblich- weisser, glänzender Ueberzug. Auf diesem 
Nährboden geht das Wachsthum am schnellsten vor sich. 

Bacillen des Bhinoskleroms. 

Der bei Ehinosklerom gefundene Bacillus besitzt eine Schleimhülle, 
ähnlich dem FRiEDLÄNDER'schen Kapselbacillus ; er unterscheidet sich 
aber von diesem sehr wesentlich dadurch, dass er sich nach Gram färbt. 

WoLKo WITSCH hat folgende Färbungsmethoden angegeben: 

A. Schnitte. 

1) Färben 24—48 Stunden lang in Anilinwassergentianaviolett. 

2) Abspülen in Wasser, 

3) 1 — 4 Minuten lang in Jodjodkalilösuug. 

4) Uebertragen in absoluten Alkohol. 

5) Nelkenöl, in welchem den Schnitten noch ziemlich "sdel Farbe 
entzogen wird. 

Statt Jodjodkalilösung kann man auch Pikrinsäure in wässerig- 
alkoholischer Lösung anwenden. Da diese aber viel schneller entfärbt, 
so verweilen in ihr die Schnitte nur einige Secunden. 

Die Kapsehr färben sich nur gut an in Alkohol gehärteten Prä- 
paraten. 

Die hyalinen Massen im Ehinosklerum färben sich nach Wol- 
Ko WITSCH intensiv mit Methylviolett, Gentianaviolett, Methylenblau und 
Fuchsin, weniger mit Saflfranin, gar nicht mit Hämatoxylin, dagegen 
sehr gut in Eosin. Daher ist Doppelfärbung mit Hämatoxylin und 
Eosin sehr zu empfehlen. 

B. Deckglaspräparate von Culturen 

1) Antrocknen etc. 

2) Einige Secunden in 1-proc. Essigsäure. 



+^ Digitized by 



Google 



Tetanus-, Eanschbrand« und Botzbacillus. 75 

3) Trocknen. 

4) 1 Minute lang in starke Anilinwassergentianaviolettlösung. 

5) Abspülen in Wasser. 

6) Einige Secundenlang in 1 — 2-proc. Eosinlösung. 

7) TJebertragen in 60-proc. Alkohol. 

8) Wasser. 

9) Trocknen. Kanadabalsam. 

Stepanow empfiehlt für Schnitte folgendes Verfahren : 

1) Färben ^U — 1 Stunde lang in Carbolgentianaviolett oder 24—36 
Stunden lang in Löffler's Methylenblaulösung. 

2) Sehr kurze Extraction mit ^4 — Vs Proc. Essigsäure-haltigem 
Spiritus oder einfach mit Spiritus. 

Der Rhinosklerombacillus zeigt auch in seinem Wachsthum grosse 
Aehnlichkeit mit dem FniEDLÄNDEß'schen Kapselbacillus. 

Tetanusbacillus. 

Färbt sich gut in wässerigen Anilinfarbstofflösungen; auch nach 
der GRAM'schen Methode gelingt die Färbung. 

Der Tetanusbacillus wächst nur bei 0-Abschluss, nicht unter 16 ^ 
Optimum 36 — ^38**. Dem Nährboden wird 2 Proc. Traubenzucker zu- 
gesetzt. 

Aus Eiter werden Eeinculturen in der Art gewonnen, dass man 
die zunächst erhaltenen Mischculturen mehrere Tage lang je V2 Stunde 
auf 80 ® erhitzt, sodass alle Bakterien mit Ausnahme der Tetanus- 
sporen abgetödtet werden. Auf Gelatineplatten Wachsthum nach 
4 Tagen, weisse, in der Mitte dichte, am Rande feine strahlige Kolo- 
nieen, welche die Gelatine langsamver f lüs s i g e n. In hoher Strich- 
cultur weisslich-grauer Strich mit zahlreichen Ausläufern nach der Seite. 
Auf Agar ähnliches Wachsthum. In Traubenzuckerbouillon sehr 
rasches Wachsthum unter Trübung und starker Gasentwicklung. Später 
Bodensatz. 

Auf Blutserum flache Vertiefungen, später zerspaltet sich der 
Nährboden. 

Rauschbrandbaeillus. 

Färbt sich gut in den gewöhnlichen wässerigen Farbstofflösungen ; 
nach Gram wird er entfärbt. 

Der Rauschbrandbacillus wächst nur anaerob, nicht unter 14^ C. 
Optimum 37 ^. Auf Gelatineplatten granulirte Kolonieen, welche ver- 
flüssigen und dann strahlenförmige Fächer in die Gelatine entsenden. 
In hoher Cultur Gasentwicklung. 

Botzbacillen. 

Sie färben sich nicht nach Gram. Die einfachen wässerigen Lö- 
sungen förben zwar Deckglaspräparate, aber wenig intensiv. Alkalische 
Losungen färben viel besser ; ebenso Anilinwassergentianaviolettlösung, 
der gleiche Theile einer KalUösung 1 : 10000 zugesetzt sind. Die 
Mischung muss jedesmal frisch bereitet werden. Vor dem Auswaschen 
kann in einer schwachen Essigsäurelösung (l-proc), der etwas Tro- 
paeolin zugesetzt ist, kurze Zeit entfärbt werden. Das letztere hat den 
Vortheil, dass es das Zellprotoplasma ganz, und die Kerne wenigstens 
etwas entfärbt und so die Bacillen deutlich hervortreten lässt. 
Die Färbung (nach Löffler) ist demnach folgende: 
1^ Färben 5 Minuten lang in alkalischer Methj^lenblaulösung oder 
Anilinwassergentianaviolettlösung mit Kalizusatz. 
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Kühne empfiehlt zur Färbung der Rotzbacillen das von ihm ange- 
gebene Methylenblauverfahren (s. p. 63). Man kann mit demselben 
^ auch eine Doppelfarbung verbinden, wenn man dem zum Aufhellen be- 
nutzten Terpentinöl etwas Safßranin zusetzt 

Schütz hat für Schnitte das folgende Verfahren empfohlen : 

1) Färben 24 Stunden lang in: 

conc. alkohol. Methylenblaulösung \ zu gleichen 
Kalilauge 1 : 1000 / Theilen, 

2) Abwaschen in angesäuertem Wasser. 
3J 5 Minuten in absoluten Alkohol 

4) Cedemöl, Kanadabalsam. 

Alle Methoden haben den Nachtheil, dass sie häufig das Gewebe 
selbst zu stark mitfarben, oder dass bei genügender Entfärbung des 
Gewebes auch ein TheU der Bacillen die Farbe verliert. Um diesen 
Nachtheilen zu begegnen, empfiehlt Noniewicz folgendes Verfahren: 

1) Färben 2 — 5 Minuten in der JjÖFPLER'schen Methylenblau- 
lösung. 

2) Auswaschen in destillirtem Wasser. 

3) Entfärben, 1 — 5 Secunden lang, je nach der Dicke der Schnitte 
in einer Lösung von 

V2-proc. Essigsäure 75 Theile 

^/2-proc. wässerige Lösung von Tropaeolin (00) 25 „ 

4) Auswaschen in destillirtem Wasser. 

5) Ausbreiten auf dem Objectträger, Entwässern der Schnitte, zu- 
nächst mit Fliesspapier, dann an der Luft oder über der Spiritus- 
flamme. 

6) Aufhellen durch fortwährend aufgetropftes Xylol (Nelken-, 
Origanum-, Anilinöl zu vermeiden). 

7) Kanadabalsam. 

Die Rotzbacillen erscheinen dunkel- bis schwarzblau, das Gewebe 
hellblau gefärbt. Für Schnitte eignet sich auch das von Nikiforcfp 
(s. p. 82) angegebene Färbeverfahren für Recurrensspirillen. 

Der Eotzbacillus wächst nicht unter 20 % Optimum 37 ^ Auf 
Agarplatten (am besten Glyzerinagar) hellgelbe Auflagerungen, in der 
Strichkultur tröpfchenartige, grauweisse Kolonieen, auf Blutserum in Form 
kleiner, getrennt bleibender Tröpfchen, sehr charakteristisches Wachs- 
thum auf Kartoffel als gelbbrauner, später dunkelbrauner Belag. 

Bacillus der Mäuseseptikämie. 

Bacillus des Schweinerotlilaufs. 

Beide sind einander in ihrem morphologischen und tinctoriellen 
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Verhalten sehr ähnlich. Sie färben sich leicht mit wässerigen Färb-» 
lösungen und nach der GRAM'schen Methode. 

Die Bacülen der Mäuseseptikämie und des Schweinerothlaufs ver- 
halten sich auch in der Cultur sehr ähnlich. 

Wachsthum bei Zimmertemperatur. Auf Gelatineplatten Wachs- 
thum in der Tiefe in Form von weissUchen Wölkchen, daneben dellen- 
artige Einziehung. Im Stich in Form weisser, nicht umschriebener Wölk- 
chen. Nicht verflüssigend. Auf Agar gelblich-weisse Kolonieen. 

Typliasbacillen. 

Sie finden sich beim Abdominaltyphus in der Darmschleimhaut, 
im Follikelapparat, in den Mesenterialdrüsen, in der Milz, in der Leber, 
in den Dejectionen etc. Sie färben sich nicht nach Gbam. 

In Deckglaspräparaten sind sie mit den gewöhnlichen wässe- 
rigen Lösungen, namentlich auch mit Fuchsin zu färben. Die Färbung 
gelingt leichter bei Erwärmen. Abspülen in Wasser (nicht Alkohol). 
In Schnitten unterscheiden sich die Typhusbacülen von einer Eeihe 
von Fäulnissbacillen, denen sie sonst morphologisch sehr ähnlich sind, 
dadurch, dass sie keine so scharfe Färbung annehmen wie letztere. 
Für Schnitte sind als Farblösungen besonders geeigriet Löffler's 
Methylenblau oder Carbolfuchsin. Es empfiehlt sich, die Schnitte 24 
Stunden in der Farblösung zu belassen und einfach in Wasser abzu- 
spülen, da die Bacillen sich in Alkohol leicht entfärben. 

Der Typhusbacillus wächst bei Zimmertemperatur, Optimum 37®. 
Bildet in Gelatineplattenculturen grauweissliche Kolonien, oft mit einem 
bräunlichen Schimmer, welche nicht verflüssigen. In der Stich- 
cultur hauptsächliches Wachsthum an der Oberfiäche des Einstichs als 
grauweisser Belag mit zackigem Eand, Agarstrichcultur oberfläch- 
licher weisser Belag. Auf Blutserum längs des Impfstriches weisslicher 
Belag. Auf Kartoffel in Form eines Häutchens, welches sich von der 
Kartoffeloberfiäche meist nicht unterscheiden lässt. 

Bacterlum coli commnne. 

Das Bacterium coli commune färbt sich mit den gebräuchlichen 
Anilinfarben, namentlich mit LöFFLER'schem Methylenblau oder mit 
Carbolfuchsin. Bei der GRAM'schen Methode wird es entfärbt. 

Wächst bei Zimmertemperatur schon gut. Optimum 37®. Auf 
Gelatineplatten entstehen ohne Verfüssigung weissliche Kolonieen, 
die einen gezackten oder auch einen glatten Eand haben. In der 
Stichcultur ist die Oberfläche halbkugelig oder rosettenförmig, der 
Stich aus kleinen weissen Punkten zusammengesetzt. Auf Agar gelb- 
licher Rasen, auf Kartoffel brauner Belag, Bouillon wird getrübt. 

Syphilisbacillen. 

Für die sog. Syphilisbacillen ist von Lustgarten folgendes Fär- 
bungsverfahren angegeben worden: 

. 1) Färben 24 Stunden lang bei Zimmertemperatur und dann 
2 Stunden im Brütofen bei 40^ in Anilin wassergentianaviolett. 

2) Abspülen in Alkohol absolut. 3—5 Minuten. 

3) Entfärben: 

a) in einer 1 Va-pi'oc. wässerigen Lösung von Kali hyperman- 
ganicum 10 Secunden, dann 

b) in wässeriger Lösung von reiner schwefliger Säure, wenige 
Secunden lang. 
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4) Abspülen in Wasser. 

5) Alkohol, Nelkenöl, Xylolkanadabalsam. 

Gewöhnlich ist der Schnitt, wenn er in Wasser ausgewaschen wird, 
noch nicht vollständig entfärbt. Dann muss die Entfärbung (3 a u. b, 4) 
nochmals wiederholt werden. 

Man kann eine Nachfärbung mit Saflfranin anwenden- 

Ein kürzeres Verfahren ist von Giacomi mitgetheilt worden: 

1) Färbung mehrere Minuten lang in heissem Anilinwasserfuchsin. 

2) Auswaschen in ganz verdünnter wässeriger Eisenchloridlösung 
(einige Tropfen Eisenchloridlösung auf eine Schale mit Wasser). 

3) Entfärben in conc. Eisenchloridlösung. 

4) Auswaschen in Alkohol absolut. 

DouTRELEPONT färbt mit wässeriger Methylviolettlösung 48 Stunden 
lang und entfärbt in der gleichen Weise wie Giacomi. 

Die im Smegma praeputii vorkonmienden Bacillen färben sich 
ebenfalls mit der LusTGAKTEN'schen Methode. 

Tuberkelbadllen. 

Die Färbungsmethode der Tuberkelbacillen beruht auf einem ähn- 
lichen Princip wie die oben (p. 65) angegebene Sporenfärbung. Die 
mit bestimmten Farbstofflösungen einmal gefärbten Bacillen behalten 
ihre Färbung auch bei Entfärben mit stärkeren Lösungen von Mineral- 
säuren bei, während alles übrige im Präparat Befindliche, auch andere 
Bakterienarten, entfärbt werden. Färbt man nun weiterhin mit einer 
zweiten Anilinfarbe in einfach wässeriger Lösung, die sich von der 
ersten für das Auge gut unterscheidet, mit einer sog. Contrastfarbe, 
nach, so färbt diese die vorher entfärbten Kerne, Bakterien etc., 
während die Tuberkelbacillen diese zweite Farbe nicht annehmen. 

Die von Koch in Anwendung gezogene Lösung war mit Kalilauge 
zusammengesetzt. Jetzt gebraucht man namentlich Lösungen, die mit 
Anilinöl oder Carbolsäure bereitet sind. Zur Anwendung kommt 
Anilinwasserfuchsin resp. Carbolfuchsin mit nachträglicher Contrast- 
färbung in Methylenblau, und Anilinwassergentianaviolett resp. Car- 
bolwassergentianaviolett und als nachträgliche Contrastfarbe Bis- 
marckbraun. 

Ehrlich hat die Hypothese aufgestellt, dass die Tuberkelbacillen 
eine Hülle besitzen, die nur für alkalische Lösungen durchgängig, 
für Säuren aber undurchgängig wäre. Wenn diese Hypothese auch 
nicht strict bewiesen ist, so erklärt sie doch am besten, warum sich 
die Tuberkelbacillen, nachdem sie einmal mit der alkalischen Farb- 
lösung gefärbt sind, der Einwirkung der Säure gegenüber resistent 
verhalten. 

Auch bei der Tuberkelbacillenfärbung wurde im Verlaufe der 
Untersuchungen das Erwärmen der Farbstoflflösung als ein wichtiges 
Hülfsmittel erkannt, welches namentlich eine ganz beträchtliche Ab- 
kürzung der Färbungszeit gestattet. 

In neuerer Zeit ist die Tuberkelbacillenfärbung daduixh auch 
wesentlich vereinfacht worden, dass man durch Vermischen einer 
Mineralsäure und einer Methylenblaulösung die Entförbung und die 
Contrastfärbung in einer einzigen Procedur vereinigt hat (B. Fränkel, 
Gabbet). 

Ausserdem hat sich herausgestellt, dass Carbolsäurefuchsin uner- 
wärmt auch schon in kurzer Zeit die Tuberkelbacillen hinreichend 
intensiv färbt. 
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Die Methoden sind für Schnitte und Trockenpräparate annähernd 
dieselben, nur ist es angebracht, Schnitte länger, bis zu 24 Stunden 
in der Farbe zu lassen, eventuell bei Brütofentemperatur. 

Für die am häufigsten in der Praxis vorkommende Untersuchung 
von Sputum verfährt man so, dass man aus demselben die mehr bröck- 
ligen Partieen mit der Pincette entnimmt und entweder mit dieser auf 
dem Deckglas vertheilt oder die Vertheilung auf dem Deckglase so be- 
wirkt, dass man ein zweites Deckglas daran abreibt; dann lufttrocken 
werden lassen, dreimal durch die Flamme ziehen und Färben nach 
einer der nachfolgenden Methoden. 

Um auch vereinzelte Tuberkelbacillen im Sputum und in anderen 
flüssigen Medien nachweisen zu können, sind zwei Sedimentirungs- 
ver fahren empfohlen worden, 

A. Sedimentirungsverfahren von Biedert. 

15 ccm des zu untersuchenden Sputums werden mit etwa 2 Ess- 
löffel voll Wasser und mit — je nach der Dicke des Sputums — 4 bis 
8 Tropfen (nicht mehr!) Natronlauge verrührt, unter fortwährendem 
Umrühren in einer Schale gekocht und allmählich noch 4 — 6 Esslöffel 
Wasser zugesetzt, bis eine dünnflüssige Masse entsteht. Dann lässt 
man in einem Spitzglas 2 Tage lang sedimentiren, giesst die Flüssig- 
keit ab, welche über dem Sediment steht, und untersucht dasselbe. 
Da das Sediment oft viel von der Klebrigkeit des ursprünglichen Spu- 
tums verliert, so thut man gut, von letzterem etwas zum Aufkleben 
des Sediments auf dem Deckglas aufzubewahren. Sehr vortheilhaft 
wird das Sedimentirungsverfahren nach vorherigem Kochen mit Natron- 
lauge durch die Centrifuge ersetzt. 

B. Sedimentirungsverfahren von Stroschein. 

5 — 10 ccm Sputum werden je nach der Consistenz mit der 1 — 3- 
fachen Menge einer Mischung von Borax-Borsäurelösung und Wasser 
im Verhältniss 1 : 3 gemischt und eine Minute lang energisch geschüttelt. 
Nach 24 — 48 Stunden ist die Sedimentirung vollendet, man untersucht 
das Sediment, nachdem man die darüberstehende klare Flüssigkeits- 
schicht abgegossen hat. 

Handelt es sich um den Nachweis von Tuberkelbacillen in Ge- 
weben zu rein diagnostischen Zwecken, ohne dass es auf das 
Lageverhältniss der Bacillen zu den einzelnen Bestandtheilen des Ge- 
webes ankommt, so nimmt man ebenfalls am besten zunächst eine 
Untersuchung des abgestrichenen Gewebssaftes in Deckglastrockenprä- 
paraten vor, da dieselbe natürlich viel schneller und einfacher zu bewerk- 
stelligen ist als die Untersuchung von Schnittpräparaten. Wenn die 
Untersuchung des Gewebssaftes nicht zum Ziel führt, kann man noch 
die Untersuchung von Schnitten anreihen. Die einzelnen jetzt im 
Gebrauch befindlichen Methoden der Tuberkelbacillenfärbung sind fol- 
gende : 

I. Verfahren von Ehelich mit der Modification der Beschleu- 
nigung der Färbung durch Erwärmen. 

1) Färben 3—5 Minuten lang in Anilinwasserfuchsinlösung 
(resp. Anilinwassergentianaviolett) (s. p. 88). 

2) Entfärben in 20-proc. Salpetersäure ^j^ — 1 Minute. 

3) Auswaschen in 70-proc. Alkohol, bis kein Farbstoff mehr 
abgegeben wird. 
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4) Nachfarbung in Methylenblaulösung (resp. Bismarckbraun) 
IV2— 2 Minuten. 

5) Auswaschen in Wasser. 

6) Trocknen zwischen FKesspapier. 

7) Kanadabalsam. 

Anmerk. Schnitte werden länger gefärbt und kommen aus dem 
Wasser in Alkohol, dann in Xylol und schliesslich in Kanadabalsam. 

n. Verfahren von Ziehl-Neelsen. 

1) 3—5 Minuten langes Färben in erwärmter Lösung von: 

Fuchsin 1,0 

Alkohol 10,0 

Acid. carbol. conc. 5,0 

Aqua destillata 100,0 

2) Entfärben in 5-proc* Schwefelsäure oder 15-proc. Salpeter- 
säure. 

3) Auswaschen in 70-proc. Spiritus. 

4) Contrastfärbung in wässeriger Methylenblaulösung IV2 his 
2 Minuten. 

5) Abwaschen in Wasser. 

6) Trocknen zwischen Fliesspapier. 

7) Kanadabalsam 

Anmerk. Bei Schnitten Alkohol, Xylol, Kanadabalsam. 

ni. Verfahren von Gabbet. 

1) Färben 2 Minuten lang (ohne Erwärmen) in: 

Fuchsin 1,0 

Alkohol 10,0 

5-proc. Carbolsäurewasser 100,0 

2) Abwaschen in Wasser. 

3) 1 Minute lang Entfärbung und Contrastfärbung in: 

Methylenblau 2,0 

25-proc. Schwefelsäure 100,0 
Auswaschen in Wasser. 

5) Trocknen und Kanadabalsam ; bei Schnitten Alkohol, Xylol, 

Kanadabalsam. 

Das Verfahren von Gabbet ist das für die Praxis am meisten 

zu empfehlende; es ist sehr einfach, weil die Erwärmung fortföUt 

und Entfärbung und Contrastfärbung in eine Procedur vereinigt sind. 

Ausserdem sind die beiden Farblösungen sehr bequem zu bereiten. 

Andererseits ist das Verfahren vollkommen sicher, auch für Schnitte. 

IV. Verfahren von Czaplewski. 

Dasselbe geht von der Voraussetzung aus, dass durch die starke 
Mineralsäure ein Theil der vorhandenen Tuberkelbacillen entfärbt wird 
und so dem Untersucher entgehen kann. Es wird daher statt der 
Mineralsäure Fluorescein angewandt. Das Verfahren, welches haupt- 
sächlich für Deckglaspräparate angegeben ist, ist folgendes; 

1) Färben in erwärmtem Carbolfuchsin. 

2) Abtropfenlassen des überschüssigen Carbolfuchsins, und Ueber- 
tragen in eine Lösung von 

Gelbes Fluorescein, concentrirte alkoholische Lösung, 
Methylenblau im Ueberschuss. 
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oder Kaninchen impft. Von den bei dem Thier entstehenden Tut 
legt man dann unter Beobachtung aller Cautelen die Culturen 
dem man kleine Gewebspartikel auf den Nährboden bringt. 

Der Tuberkelbacillus wächst sehr gut auf Agar mit 6 pro 
cerinzusatz. Hier bilden sich grauweisse, trockene Schuppen 
Blutserum grauweisse, trockene Schüppchen, welche bei sch^ 
Vergrösserung wellig gekrümmte zierliche Linien zeigen. Da 
densationswasser wird von einem Häutchen überzogen. 

Auch in Kalbfleischbouillon mit 6-proc. Glyzerin gedeil 
Tuberkelbacillus gut; er bildet hier ein die Oberfläche überzie 
Häutchen. Wegen des stärkeren O-Bedürfuisses des Tuberkell 
muss man das zu verimpfende Material auf die Oberfläcl 
Bouillon bringen. 

Leprabacillen. 

Sind den Tuberkelbacillen sehr ähnlich; sie färben sich mi 
selben Methoden. Ein Unterschied besteht darin, dass die F; 
schneller erfolgt, aber auch viel schneller, zuweilen schon nachS 
wieder schwindet. Auch die Methode von Gabbet liefert für S 
gute und — soweit meine Erfahrungen reichen — ziemlich h; 
Präparate. Zum Unterschiede von den Tuberkelbacillen färb( 
aber die Leprabacillen auch mit einfach wässerigen Lösungen. 
Färbung nach Baumgaeten. 

l)Eärbung 6—7 Minuten lang in verdünnter alkoho 
Fuchsinlösung (5 Tropfen concentr. alkoholische Lösi 
ein Uhrschälchen mit Wasser). 
2)Entßlrben V4 Minute lang in saurem Alkohol (Sa 
säure 1 : AUiohol 10). 

3) Abwaschen in Wasser. 

4) Nachfärbung in Methylenblau, Abwaschen in Wass 
Kanadabalsam. 

Während die Leprabacillen so als rothe Stäbchen auf 
Grunde erscheinen, färben sich Tuberkelbacillen mit dem angeg 
Verfahren in der kurzen Zeit nicht. 

Andererseits kann man nach Lustgarten zur difflerentiell( 
gnose zwischen Tuberkel- und Leprabacillen die Thatsache verw 
dass die in Anilinwassergentianaviolett oder Anilinwasserfuch 
förbten Leprabacillen durch eine 1-proc. Lösung von unterchlorig 
Natron nicht so leicht entfärbt werden, wie Tuberkelbacillen. 

Ton Kahldeiii Technik der histologiichen Untersuchang. 4. Aufl. Q 
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82 Cholerabacillen. B^corrensspirilleD. 

Gholerabacillen. 

Die Cholerabacillen färben sich namentlich gut in concentrirten 
wässerigen Fuchsinlösungen. Man thut gut, die Farblösung 10 Minuten 
lang einwirken zu lassen. Nach Gram entförben sie sich. Schnitte 
werden mit Fuchsinlösung oder Methylenblau gefärbt. 

Die Cholerabacillen wachsen nicht unter 16 ^. Optimum 30 ^ — 40 ^. 
Auf Gelatineplatten kleine granulirte Kolonien mit unebenem Eand, 
welche durch stärkeren Glanz ein glasscherbenähnliches Aussehen er- 
halten. Bei weiterem Wachsthum Verflüssigung, angezeigt durch 
eine oberflächliche Einsenkung. 

In der Stichcultur entsteht eine trichterförmige Verflüssigung an 
der Oberfläche und durch Verdunstung eine luftblasenartige tiefe Ein- 
senkung. Die Bakterien sinken auf den Boden des Verflüssigungs- 
trichters. 

Auf Agar graubraune Kolonieen. Auf Kartofieln Wachsthum, am 
besten bei 30 '^ — 40^, bei Zimmertemperatur ausbleibend: graue bis 
graubraune, später verflüssigende Massen. Bouillon wird getrübt meist 
unter Bildung eines Oberflächenhäutchens. 

Will man Darminhalt auf Cholerabakterien untersuchen, so kann 
man zunächst Deckglaspräparate färben. Vor Allem aber wendet man 
das von Schottelius empfohlene Verfahren an, den Darminhalt mit 
der gleichen Menge alkalischer Bouillon zu verdünnen und in einem 
Glas mit breiter Oefliiung oflen stehen zu lassen. In Folge ihres 
grossen Sauerstoffbedürfuisses entwickeln sich die Cholerabacillen 
hauptsächlich an der Oberfläche, so dass Präparate, die von da -ent- 
nommen sind, immer reichlich Kommabacillen enthalten. 

Recurrensspirillen. 

Zur Färbung der Eecurrensspirillen im Blut hat Günther ein 
Verfahren angegeben, welches bezweckt, das Hämoglobin der rothen 
Blutkörperchen zu extrahiren und diesen die Färbbarkeit zu nehmen, 
damit die gefärbten Spirillen um so besser hevortreten. 

1) Die Deckglaspräparate werden dreimal durch die Flamme 
gezogen, oder besser für 5 Minuten in den Thermostaten bei 
75" gelegt. 

2) 10 Secunden langes Abspülen in 5-proc. Essigsäure. 

3) Entfernen der Essigsäure, zuerst durch Wegblasen mittels 
einer Glasröhre, dann dadurch, dass man das Deckglas 
mehrere Secunden lang mit der Präparatenseite nach unten 
über starke Ammoniaklösung hält. 

4) Färben in wässerigen Lösungen von Anilinfarben. 

5) Abspülen in Wasser, Trocknen, Kanadabalsam. 
Färbung der Eecurrensspirillen in Schnitten nach Nikiforoff: 

1) Härtung 24 Stunden lang in einer Mischung von 

Kali bichromicum, 5-proc. wässerige Lösung. | p^^idie 
Sublimat, gesättigte Lösung in 0,6-proc. Na- > ^ji^yg 
Cl-Lösung. j 

2) Nachhärtung in warmem Eaume in 70 — 85 — 95-procentigem 
Alkohol. 

3) Parafflneinbettung. 

4) Färben 24 Stunden lang in einer Mischung von 

Spirituöse 1-proc. Tropäolinlösung, 5 ccm. 
Concentrirte wässerige Methylenblaulösung 10 ccm. 
Aetzkalilösung (1 : 1000) 2 Tropfen. 
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Aktinomycespilz. 83 

5) Abspülen mit Wasser. 

6) 2— 3-maIiges Untertauchen in Alcohol. absolut, und Aether 
zu gleichen Theilen. 

7) Bergamottöl — Xylol. 

Aktinomycespilz. 

Wenn man Eiter auf Aktinomycespilze zu untersuchen hat, so 
sucht man in demselben nach den charakteristischen weisslichen Körn- 
chen. Man breitet dazu den Eiter am besten auf einer Glasplatte 
aus und untersucht auf einer dunklen Unterlage. Wenn man Körn- 
chen gefunden hat, so zerquetscht man sie vorsichtig zwischen Object- 
träger und Deckglas und findet dann bei der mikroskopischen Unter- 
suchung ohne Mühe die eigenthümlichen Rasen und bimformigen 
Ausläufer oder Kolben. 

Man kann natürlich auch Deckglastrockenpräparate herstellen und 
dieselben wie Schnitte färben. 

Für die Untersuchung des Aktinomyces in Schnitten sind eine ganze 
Anzahl von Methoden angegeben worden, die indes meist an dem 
Uebelstande leiden, dass sie nicht constant gute Präparate geben, 
oft färben sich die verschiedenen Pilzrasen in ein und demselben Schnitte 
verschieden. Zum einfachen Nachweis in Schnitten genügen Doppel- 
färbungen mit Hämatoxylin und Karmin oder Eosin, durch welche die 
Drusen mit rother Farbe in dem blauen Gewebe hinreichend deutlich 
hervortreten. Ebenso gute Präparate erhält man durch die van 
GiEsoN'sche Methode. 

* Sehr gute Präparate erhält man durch die WEiGEKT'scher Bakterien- 
färbung (s. p. 63) mit vorhergehender Lithionkarminfärbung. Die Diffe- 
renzirung des Rasens ist hierbei so schön, wie bei keiner anderen 
Methode. 

Sehr empfehlenswerth sind die beiden folgenden Combinationen 
mit WEiGERT'scher Färbung, da sie eine gute Differenzirung der Rasen 
gegenüber den Kolben geben, und auch die übrigen Gewebsbestand- 
theile schön gefärbt werden. 

I. Deckglasfärbung: 

1) Aufstreichen des Druseninhaltes auf ein Deckglas, Luft- 
trockuen, Durchziehen durch die Flamme. 

2) Färben 24 Stunden lang in Anilinwassersaffranin. 

3) Kurzes Abspülen in Wasser. 

4) Färben 5 Minuten lang in gesättigter Anilinwassergentiana- 
violettlösung. 

5) Kurzes Abspülen in 0,6-proc. Kochsalzlösung. 

6) Trocknen zwischen Fliesspapier. 

7) Uebertragen des Deckglases auf 2 Minuten in Jodjodkali- 
lösung 1:2: 300. 

8) Trocknen zwischen Fliesspapier. 

9) Entfärben in häufiger gewechseltem Anilinöl, bis das Präparat 
keine Farbe mehr abgiebt. 

10) Entfernen des Anilinöls mit Xylol; Kanadabalsam. 
Pilzrasen blau, Kolben braunroth; die Gentianaviolettfärbung ist 
immer an zweiter Stelle auszuführen. 

II. Für Schnitte. 

1) Färben 24 — 48 Stunden in Anilinwassersaffranin. 

2) Gründliches Auswaschen in Wasser. 

6* 
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plasma rosarotü. 

Die ÖRAM'sche Methode, mit 24-stündiger Färbung, giebt 
ebenfalls gute Resultate, hat aber den Nachtheil gegenüber derWEiGERT- 
schen, dass in dem absoluten Alkohol das CeUoidin gelöst wird, und 
dann oft die Drusen zum Theil ausfallen. 

BosTROEM empfiehlt statt der WEiGERT'schen und GBAM'schen 
Färbung folgendes Verfahren: 

1) Färbung in Anilinwassergentianaviolett. 

2) Directe Uebertragung, ohjae vorheriges Abwaschen, in Wei- 
GEBT'sches Pikrokarmin. 

3^ Gründliches Abspülen in Wasser. 

4) Uebertragen in Alkohol; Ausziehen des Gentianavioletts, 
bis die Schnitte rothgelb sind. 
Der fädige Theil des Aktionomyceskemes erscheint blass, die Keulen 
roth, das umliegende Gewebe rothgelb. 

Durchschnitte durch einzelne Aktinomyceskörner gelingen gut, wenn 
man sie sorgßlltig in Celloidin einbettet. 

Weigert hat noch eine Färbung mit Orseille angegeben: 

1) Färbung eine Stunde lang in einer dunkelrothen Lösung 
von Orseille in 

Alkohol absolut. 20,0 
Acid. acetic. 5,0 

Aqua destillat. 40,0 

2) Abspülen in Alkohol. 

3) Färbung in 1-proc. wässeriger Gentianaviolettlösung. 

4) Auswaschen in Alkohol. 

5) Kanadabalsam. 

Die Kerne der Zellen werden dabei blauviolett, das Bindegewebe 
orange, die inneren Partieen des Strahlenpilzes verwaschen blau, die 
Aussenpartien rubinroth. 

Die käufliche Orseille muss man vor der Lösung einige Tage an 
der Luft stehen lassen, damit das Ammoniak verdampft. 

Nach Israel kann man durch ein mehrstündiges Färben der Schnitte 
in einer concentrirten Lösung von Orcein in durch Essigsäure ange- 
säuertem Wasser eine burgunderrothe Färbung der Aktinomyceskolben 
erzielen. 

Färbung von Baranski: 

1) Färben der Deckgläschen oder Schnitte 2—3 Minuten lang 
in Pikrokarmin. 

2) Kurzes Auswaschen in Wasser. 
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Untersuchung von Schimmel- und Sprosspilzen. 85 

Trocknen resp. in Alkohol entwässern. 
Eanadabalsam. 

Das Gewebe erscheint roth, das Centrum des Strahlenpilzes gelb. 
Die Färbung der Kolben ist keine intensive. 

Flobmann empfiehlt das folgende Färbungsverfahren, welches im 
Wesentlichen der KüHNE'schen Modification der GßAM'schen Methode 
entspricht: 

1) 5 Minuten langes Färben in:, 

concentrirte alkohol. Methylviolettlösung 1 Theil 

Wasser 2 Theile 

1-proc. wässerige Lösung von kohlensaurem Am- 
moniak 2 „ 

2) 10 Minuten langes Auswaschen in reichlichem Wasser. 

3) Uebertragen in eine Jodjodkaliumlösung (1:2: 300) für 5 Min. 
4^ Gründliches Auswaschen in Wasser. 

5) Ausziehen der Farbe 20 Minuten lang in einmal zu wech- 
selndem Fluoresceinalkohol (1:50). 
Auswaschen des Fluoresceins in 95-proc. Alkohol. 
Uebertragen in Anilinöl für einige Minuten. 
Lavendelöl. 
Xylol; Kanadabalsam. 
Der Pilzrasen erscheint dunkelblau und sehr schön differenzirt; 
die Kolben zum Theil hellblau, zum Theil farblos. 

Der Aktinomyces wächst nur bei Sauerstoffabschluss und bei Brut- 
temperatur. Auf Ager isolirte weisse Pünktchen, welche sich langsam 
vergrössern und dann als kleine Knötchen über die Oberfläche promi- 
niren. Daneben kommen auch grössere weissliche Knoten vor. 



Zwölftes Capitel. 
Untersuchung von Schimmel- und Sprosspilzen. 

Zur Untersuchung der beim Menschen vorkommenden Fadenpilze 
werden die von den Pilzen durchwachsenen Gewebe in Wasser oder 
0,6-proc. Kochsalzlösung zerzupft; meist gelingt es auf diese Weise 
schon, sich die einzelnen Bestandtheile der Pilze zur Anschauung zu 
bringen. Sind die betreffenden Gewebe wenig durchsichtig, so kann 
man sie durch Anwendung einer 1 — 3-proc. Kali- oder Natronlauge 
aufhellen. Glyzerin und Alkohol verursachen eine erhebliche Schrumpfung 
der Pilzfäden. 

Ganz besonders empfiehlt sich nach C. Fraenkel Zerzupfen in 
50-proc. Alkohol, dem einige Tropfen Ammoniak zugesetzt sind. Man 
überträgt dann das möglichst fein zerzupfte Material zur mikroskopi- 
schen Untersuchung in Glyzerin, in welchem man die Pilze nach 
Wachsumrandung und Umziehen mit Lack auch als Dauerpräparate 
conserviren kann. Zur Härtung von Gewebstheilen, die mit Faden- 
pilzen durchwachsen sind, benutzt man gewöhnlich absoluten Alkohol, 
um ein postmortales Auswaschen möglichst bald und sicher zu ver- 
hindern. In MüLLER'scher Flüssigkeit ist dagegen die Schrumpfung 



Digitized by 



Google 



VLu; kjxv 



sich mit den übrigen Anilinfarben sehr leicht überfärben. 

Die Schimmelpilze werden in derselben Weise gezüchtet wie 
Bakterien. Sie bevorzugen im Allgemeinen saure Nährböden und be- 
dürfen reichlich Sauerstoff zur Entwicklung. Ausser anderen 
Nährböden ist auch Brodbrei sehr geeignet. 



Dreizehntes Capitel. 

Untersuchung der thierischen Parasiten. 

Die Untersuchung der thierischen Parasiten bietet, sofern es sich 
nicht um eingehendere Untersuchung ihres Baues handelt, keine Schwierig- 
keiten. Viele, z. B. Acarus scabiei, Acarus folliculorum, Oxyuris vermi- 
cularis, Trichocephalus dispar, Anchylostomum duodenale, Trichina spiralis, 
Distoma hepaticum und lanceolatum, können ohne weiteres in Wasser 
untersucht werden. Häufig ist es dabei von Vortheil, durch einen 
massigen, mit dem Stiel einer Präparirnadel ausgeübten Druck auf das 
Deckgläschen das betreffende Thier platt zu drücken. Die Eier der 
Nematoden, Trematoden, und Cestoden w^erden ebenfalls in Wasser 
untersucht. 

Muskeltrichinen können in Zerzupfungpräparaten untersucht 
werden ; ein sehr schnell zu bewerkstelligendes Verfahren besteht darin, 
dass man kleine Partikelchen Fleisch zwischen zwei Objectträger zu 
einem durchsichtigen Brei zerquetscht und dann mit schwacher oder 
mittlerer Vergrösserung untersucht. 

Man wählt zur Untersuchung namentlich Stücke vom Zwerchfell 
und von der Kiefermusculatur, und zwar vorzugsweise Stückchen aus 
den der Sehne benachbarten Theilen des Muskels. 

Auch Schnittpräparate kann man auf Trichinen untersuchen. Man 
schneidet entweder direct oder nach vorheriger Celloidineinbettung auf 
dem Gefriermikrotom. Die Schnitte dürfen nicht zu dünn gemacht 
werden; dickere Schnitte kann man mit wässerigen Lösungen von 
Methylgrün (1 : 30) färben. Die Trichinenkapseln treten dann besser 
hervor. 

Eingekapselte und vp^^^äUi^ Trichinen kann man durch Säure- 
zusatz durchsichtig mar' 
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Protozoen werden mit Vortheil mit fixirenden und förbenden 
Eeagentinen wie Osmiumsäure, Chromsäure, Jod, Anilinfarben etc. be- 
handelt. 

Darminhalt mit Protozoen bringt man zunächst ohne Zusatz oder 
mit Kochsalzlösung vermischt unter das Mikroskop. Sehr empfehlens- 
werth ist starke Eosinfärbung, eventuell mit vorhergehender Häma- 
toxylinfärbung. 

Goccidien färben sich in gehärteten Präparaten gut mit Gentiana- 
violett und Vesuvin. Empfehlenswerth ist ausserdem Doppelförbung 
mit Hämatoxylin und Eosin, wobei man das Eosin in ziemlich starker 
Lösung und mehrere Stunden einwirken lässt. 

Malariaplasmodien. Das frische Blut untersucht Plehn in der 
Art, dass er auf den Objectträger sowohl, wie auf das Deckglas 
einen Tropfen flüssiges Paraffin bringt. Der Blutstropfen wird direct auf 
dem Paraffintropfen des Deckgläschens aufgefangen und letzteres dann 
auf den Objectträger so aufgesetzt, dass sich das Blut zwischen den 
beiden Paraffinlagen befindet Die Untersuchung geschieht auf heiz- 
barem Objecttisch. Zur Färbung von Blutpräparaten dient am 
besten Methylenblau in schwacher wässeriger Lösung ; besonders ge- 
eignet ist eine ganz dünne Lösung des Farbstofi'es in steriler Ascites- 
flüssigkeit oder in Blutserum. Dieser Lösung kann man zu Doppel- 
färbungen etwas Eosin zusetzen. Plehn empfiehlt zu diesem Zweck 
5 — 6 Minuten langes Färben der in absolutem Alkohol fixirten Deckglas- 
präparate in einer Lösung von: 

Methylenblau, concentrirte wässerige Lösung 60,0 
Eosin, V2-proc- Lösung in 75-proc. Spiritus 20,0 
Destillirtes Wasser 20,0 

20-proc. Kalilauge 12 Tropfen. 

Zur Fixirung von Gewebsstücken verfährt man nach Bignami in 
folgender Weise : 

1) Fixirung V2 ^is mehrere Stunden lang in einer Lösung von 

SubUmat 1,0 

Chlornatrium 0,75 

Essigsäure 0,5 — 1,0 
Wasser ' 100,0 

2) Uebfertragung in Alkohol, dem etwas Jodtinctur zugesetzt ist. 

3) Absoluter Alkohol. 

Zum Färben dient Magentaroth (v. Dr. Grübler, Leipzig), in ge- 
sättigter wässeriger Lösung oder in Carbolwasser gelöst, und nach- 
folgendes Auswaschen in absolutem Alkohol. 

Zu Doppelfärbungen eignet sich eine Mischung von Magentaroth 
und Aurantia in gesättigter alkoholischer Lösung. 

Die Köpfe der Bandwürmer betrachtet man mit schwacher und 
mittelstarker Vergrösserung in Wasser oder Kochsalzlösung oder Glyzerin. 
Echinococcusscolices kann man mit einem Skalpell von der Wand der 
Blasen abschaben und in Wasser oder verdünntem Glyzerin untersuchen. 
Die sporenförmigen Hacken sind oft noch in Zerzupfungspräparaten von 
abgestorbenen und verkalkten Echinokokken nachweisbar. 

Den Scolex des Cysticercus cellulosae kann man sich durch Zer- 
reissen der Blase frei machen. Danach wird er zur Untersuchung des 
Hackenkranzes und der Saugnäpfe unter dem Deckglase zerquetscht. 
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Kanadabalsam aufgehoben werden. Ersteres ist namentlich bei unge- 
färbten Präparaten zu empfehlen. 



Vierzehntes Capitel. 

Uebersicht über die Behandlung der einzelnen Gewebe 
und Organe zum Zwecke der mikroskopischen Unter- 
suchung. 

Untersuchung des Blutes. 

Die Untersuchung des Blutes kann vorgenommen werden 

1) am frischen Präparat, mit oder ohne Zusatz von sog. Con- 
servirungsflüssigkeiten; 

2) am Deckglastrockenpräparat, mit oder ohne Fixation der 
Blutzellen in sog. Fixirungsflüssigkeiten, und mit 
nachherigerAnwendungderverschiedenenFärbungsmethoden. 

3) an Schnittpräparaten des flxirten und gehärteten Blutes, eben- 
falls mit Anwendung verschiedener Färbemethoden. 

In der Regel bedarf es der combinirten Anwendung mehrerer dieser 
Methoden, um zu einem sicheren Resultat zu kommen. 

I. Untersuchung des Blutes im frischen Präparat. 

Zur frischen Untersuchung des Blutes bringt man am besten 
ein ganz kleines Tröpfchen zunächst auf die Mitte des Deckglases und 
legt dieses dann vorsichtig auf den gereinigten Objectträger auf. Es 
ist immer darauf zu achten, dass man eine möglichst geringe Menge 
von Blut auf den Objectträger bringt, weil man (fle feineren Structuren 
der Blutkörperchen nur an ganz dünnen Schichten studiren kann. Oft 
ist es empfehlenswerth, die Entnahme des Blutes in der Art vorzu- 
nehmen, dass man ein Deckgläschen mit Wachs auf dem Objectträger 
befestigt, den Blutstropfen in den so entstehenden Capillarraum ein- 
fliessen lässt und diesen dann durch eine vollständige Wachsumrandung 
definitiv schliesst. In dieser Weise kann man auch Blut am Kranken- 
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proDirt weraen. 

2) Blutserum, Lymphe oder Amnioswasser 
selben Thierart. Diese Flüssigkeiten können nocl 
versetzt werden, oder man kann auch vom Eande 
gläschens her eine färbende Flüssigkeit, z. B. Metl 
0,6-proc. Kochsalzlösung, zufliessen lassen. 

3) Weingelbe Jodjodkaliumlösung ist name 
eignet, um die Schatten der rothen Blutkörpercl 
bar zu machen. 

4) Gesättigte wässerige Pikrinsäurelösun 
selbe Fähigkeit. 

5) 0,5-proc. Argentum-nitricumlösung. 

6) PACiNi'sche Flüssigkeit: 

Hydrargyr. bichlorat. 1,00 
Chlornatrium 2,00 

Aqu. destillat. 200,0 

7) HATEM'sche Flüssigkeit. 

Sublimat 0,5 

Chlomatrium 1,0 

Schwefelsaures Natron 5,0 
Aqu. destillat. 200,0. 

Das Blut wird mit dieser Flüssigkeit im Verhältniss 1 : 100 
Beim ruhigen Stehen sinken die geformten Elemente des 
Boden. Nach 12 — 24 Stunden decantirt man, und man kann 
so erhaltenen gehärteten Elemente auswaschen und färben.^ ; 
aber auch der Härtungsflüssigkeit direct Eosin zusetzen. 

Die Anwendung dieser Zusatzflüssigkeiten ist dadurch 
dass sich Dauerpräparate mit ihnen nicht herstellen lassen 
sie Structurveränderungen des Zellkerns nicht sicher verhin 
Diesen Nachtheilen begegnet man durch die Anwendung fl 
Mittel, durch welche allerdings die äussere Form der Zellen i 
ändert wird. 

Es sind hier zu nennen: 

1) Essigsäure, am besten 1-proc. 

2) Osmiumsäure, 1 — 2-proc. 

3) FLEMMiNG'sche Lösung, von manchen Autor( 
Weise modificirt, dass eine Chromsäurelösung von 
rem Procentsatze gewählt wird. 

Die Färbung geschieht entweder durch Zusatz zu der I 
flüssigkeit (z. B. Methylgrün, Methylviolett, Saffranin etc.) o 
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zu untersuchen. 

Man kann aber, wie Ehrlich gezeigt hat, das Hämoglobin seiner 
Löslichkeit und Quellungsfähigkeit berauben, wenn man das auf einem 
Deckgläschen ausgestrichene Präparat, nachdem es lufttrocken geworden 
ist, eine oder mehrere Stunden auf einem Kupferblech auf 120 — 150^ 
erhitzt hält. Nach Nikiforoff erreicht man denselben Zweck noch 
bequemer, wenn man die lufttrocken gewordenen Deckglaspräparate 2 
Stunden lang in eine Mischung von Alkohol und Aether zu gleichen 
Theilen bringt, dann abtrocknet und nun färbt. 

Hayem empfiehlt zu demselben Zwecke die Einwirkung von Osmium- 
dämpfen auf das getrocknete Präparat. 

Zur Entnahme des Blutes verfährt man so, dass man einen mög- 
lichst kleinen Bluttropfen direct auf ein Deckgläschen bringt, mit einem 
zweiten Deckgläschen überdeckt und dann dieselben nach erfolgter Aus- 
breitung des Tropfens vorsichtig auseinanderzieht. Dabei ist es nöthig, 
dass man die Deckgläschen nicht mit den Fingern, sondern mit Pincetten 
fasst, weil, wie Ehrlich angiebt, schon der Dunstkreis des manipu- 
lirenden Fingers genügt, um Blutkörperchen in erheblicher Weise zu 
modificiren. 

Zur Untersuchung des Blutes ist es zunächst wichtig, die ver- 
schiedenen Arten der weissen Blutzellen zu kennen, die im Blute vor- 
kommen; ep finden sich darin nach Ehrlich: 

1) Kleine Lymphocyten. Sie sind nur wenig kleiner als die 
rothen Blutkörperchen und besitzen einen grossen, intensiv färbbaren 
Kern, der die Hauptmasse der Zelle ausmacht, so dass nur ein ganz 
schmaler Protoplasmasaum um den Kern hei'um vorhanden ist. 

2) Grosse Lymphocyten. Dieselben stellen ein weiteres Ent- 
wicklungsstadium der kleinen Lymphocyten dar, sie sind 2 — 3 mal so 
gross als rothe Blutkörperchen und besitzen ebenfalls einen grossen 
Kern, der aber, im Gegensatz zu den kleinen Lymphocyten, von einem 
deutlichen breiteren Protoplasmasaum umgeben ist. Der Kern ist etwas 
schwächer tingirbar als der der kleinen Lymphocyten. Die kleinen 
und grossen Lymphocyten machen im normalen Blut 25 Proc. aller 
weissen Blutzellen aus. 

3) Die mononucleären Elemente oder Uebergangsformen 
unterscheiden sich von den grossen Lymphocyten dadurch, dass ihr Kern 
nicht glqichmässig rund ist, sondern in der Mitte eine Einbuchtung 
zeigt. 
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Untersuchung des Blutes. Eosinopliile Zellen. 91 

4) Die polynucleären Leukocyten. Dieselben sind kleiner 
als die mononucleären Uebergangsformen, aber grösser als rothe Blut- 
körperchen. Sie besitzen entweder einen mehrfach gelappten Kern oder 
mehrere, intensiv färbbare Kerne. Sie machen etwa 70 Proc. aller 
weissen Bliit.Tellen des normalen Blutes aus und besitzen die Fähigkeit 
der Emigration. 

5) Eosinophile Zellen. Der Kern färbt sich weniger dunkel 
als der der polynucleären Leukocyten. Die Körnungen, die im Proto- 
plasma vorhanden sind (s. unten), färben sich mit Eosin intensiv roth. 

Ehrlich hat nun des Weiteren nachgewiesen, dass die weissen 
Blutkörperchen in ihrem Protoplasma, ausserhalb des Kerns, Körnungen 
oder Granulationen enthalten, die ein ganz verschiedenes Verhalten 
gegenüber bestimmten Gruppen von Anilinfarben zeigen, und dass man 
nach diesem Verhalten verschiedene Arten von Granulationen unter- 
scheiden kann, die er als a-, ß-, y-, 6-, «-Granulationen bezeichnet. 
Dass es sich hier übrigens um wirkliche chemische Verschiedenheiten 
handelt, geht daraus hervor, dass die verschiedenen Körnungen auch 
andere constante Differenzen erkennen lassen: 

1) in ihrem Verhalten gegen Lösungsmittel: Wasser, Säuren. 
Alkohol, Glyzerin; 

2) in ihrer Grösse, Form und Lichtbrechung; 

3) in ihrem Verhalten gegen höhere Temperaturen; 

4) in der Vertheilung der Körnung im Zellleib. 

A) Wichtig sind zunächst die eosinophilen Zellen, d. h. solche, 
die durch saure Anilinfarben, vor allem durch Eosin, eine intensive 
Färbung ihrer Granulationen erkennen lassen, = a-Körnung oder 
«-Granulationen. Zur Färbung der eosinophilen Zellen ver- 
fährt man in folgender Weise: 

1) Deckglaspräparat, mehrere Stunden auf 120'* erhitzt. 

2) Mehrere Stunden Färbung in der EnRLiCH'schen sauren Hämato- 
xylin-Eosinlösung (s. p. 35). 

3) Abwaschen in Wasser, Trocknen, Kanadabalsam. 

Die Kerne der weissen Blutkörperchen, sowohl der Lymphocj'ten 
wie der polynucleären, sind dann ganz dunkel gefärbt, die Kerne der 
mononucleären bläulich-grau, die rothen Blutkörperchen sind kupfer- 
roth gefärbt, die eosinophilen Granulationen sind roth. 

Man kann auch eine Färbung der nach obiger Methode behandelten 
Deckgläser vornehmen in: 

Aurantia ] 
Indulin > ana 2,0 
Eosin j 
Glyzerin 30,0 

Auswaschen in Wasser. Trocknen. Kanadabalsam. 
Die Zellkerne sind blau, die eosinophilen Zellen roth oder roth- 
schwarz, die rothen Blutkörperchen kupferroth. 

Will man die eosinophilen Zellen allein, unter Verzicht auf Kern- 
färbung darstellen, so färbt man mit einer einfachen Eosinlösung. Am 
besten eignet sich stark rothe Eosingl^^zerinlösung ; nachheriges Abspülen 
in Wasser. Die Darstellung dieser eosinophilen Zellen ist von ganz 
besonderer Wichtigkeit, weil Ehrlich gezeigt hat, dass dieselben bei 
gewöhnlichen acuten Leukocjl^osen nicht vermehrt, dass sie dagegen 
bei der Leukämie erheblich vermehrt sind. Im normalen Blut sind 
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auch als Mastzellenkörnung bezeichnet. Sie kommen im normalen mensch- 
lichen Blute nicht vor, wohl aber sehr zahlreich im leukämischen. Die 
d-Granulationen, die ebenfalls mit basischen Anilinfarben tingirbar sind, 
finden sich in den mononucleären Uebergangsformen des menschlichen 
Blutes. 

Die basophilen /-Granulationen sind grobkörnig, die d-Granulationen 
feiner. 

Ehrlich empfiehlt zur Darstellung der y-Granulationen folgende 
Lösung : 

Alkohol absolut. 50,0 

Aqu. 100,0 

Acid. acetic. glacial. 12,5 
Dahlia, bis zur fast vollständigen Sättigung. 
Färbung mehrere Stunden, Abspülen, langes Ausziehen in Alkohol. 
Zum Nachweis in Organen ist Alkoholhärtung nothwendig, Färben 
12 Stunden lang, Ausziehen in Alkohol. 

Westphal bedient sich zur gleichzeitigen Kernfärbung folgender 
Lösung : 

Grenacher's Karmin (Karmin pur. 2,0 — Aqu. destillat. 
200,0 — Alumin. 5,0 gekocht, filtrirt und Acid. car- 
bolic. 1,0 zugesetzt) 100 ccm 

Glyzerin 100 „ 

Stark Dahliahaltiger Alkohol absolut. 100 „ 
Acid. acetic. glacial. 20 „ 

Abspülen des gefärbten Deckglases, Lufttrocken werden lassen, 
Einschluss in Kanadabalsam. 

Die Mastzellen erscheinen als rothviolette Körnerhaufen, deren 
jeder in seiner Mitte einen Zellenkernfleck trägt. Sämmtliche übrigen 
Kerngebilde sind violett oder blau. 

Nach demselben Autor färbt unreines Methylengrün sehr distinct 
die y-Körner blau- violett, die Kerne grün. 

Die d-Granulationen färbt man 10 Minuten lang in concen- 
trirter wässeriger Methylenblaulösung, Abspülen in Wasser, Trocknen, 
Kanadabalsam. 

C) Darstellung der neutrophilen Granulationen 
= ^-Granulationen. 

Dieselben färben sich mit neutralen Anilinfarben, d. h. solchen, 
die durch Vermischung einer basischen mit einer sauren Anilinfarbe 
entstanden sind. Sie sind dichtgedrängt in den polynucleären Leuko- 
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das Filtriren Veränderungen in der Zusammensetzung und t 
Bildung eines Niederschlags bewirkt werden würde, so verl 
zur Färbung so, dass man mit einer Pipette aus der Mitte de: 
keit etwas entnimmt und auf das Deckglas bringt. 
3) Abwaschen in Wasser. Kanadabalsam. 

Es erscheint dann das Hämoglobin orangegelb, die Kerne 
die eosinophile Körnung tief dunkelgrau, die neutrophi 
nung intensiv violett. 

Sehr scharfe Bilder giebt auch folgende Methode: 

1) Färben 5 Minuten lang in einer Lösung von: 

Gesättigte wässerige Säurefuchsinlösung 5 Vo 
unter Umschütteln allmählich zugesetzt: 
Concentrirte wässerige Methylenblaulösung 1 „ 
Aqu. destillat. 5 „ 

2) Obeiiächliches Abspülen in Wasser, Absaugen des 
mit Fliesspapier, Lufttrocknen, Kanadabalsam. 

Die Erythrocyten sind roth, die £-Körnung violett. 
Sehr gute Resultate giebt auch das Aronson-Philipp's 
misch: 

Orange G ] 

Säurerubin extra l gesättigte wässerige Lösung< 
Kryst. Methylgrün j 
Von den durch Sedimentiren geklärten Lösungen mischl 
Orange G. 55 ccm 

Säurerubin 50 „ 

Aqu. destillat 100 „ 
Alkohol 50 „ 

Methylgrün 65 „ 

Aqu. destillat. 50 „ 
Alkohol 12 „ 

Die Lösung muss mehrere Wochen stehen. Färben 
Stunden lang. Abspülen in Wasser, Lufttrocknen, Kanadaba! 
Kerne sind grün, Hämoglobin orange, 6-Körnung \dolettroth, a 
gelbroth. 

Von besonderer Wichtigkeit ist, dass diese neutrophile 
= €-Kömung den sogen, polynucleären Leukocyten angehört, 
jenigen Formen, welche bei der Entzündung emigriren. 
machen den Hauptbestandtheil der weissen Blutkörperchei 
malen Blut aus; der Eiter besteht der Hauptsache nach a 
Leukocyten mit neutrophilen Granulationen. 
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lösung und überträgt sie in 5 ccm Agar-Agar (Agar nach Biondi, zu 
beziehen von Herrn König, Berlin, Dorotheenstrasse 29), welches bei 
33 ° — 37 ^ verflüssigt wird. In demselben wird das Blutosmiumsäui*e- 
gemisch wieder durch Schütteln vertheilt, dann wird das Agar in Papier- 
kästchen ausgegossen, wo es rasch erstarrt. Nun mrd der Agarblock 
in 85-proc., mehrmals zu wechselndem Spiritus gehärtet und geschnitten, 
eventuell zwischen HoUundermark. Färbungen lassen sich sehr gut 
anwenden, daselbst intensive Anilinfärbungen von dem Agar in Alkohol 
wieder abgegeben werden. Zum Aufhellen der Schnitte ist Xylol zu 
vermeiden. Die ätherischen Oele sowie Kreosot sind dagegen anwendbar. 

Noch feinere Schnitte erhält man nach Biondi durch eine Com- 
bination der Agareinbettung mit Paraffindurchtränkung. Der das Blut 
enthaltende Agarblock wird für einen Tag in Bergamottöl gebracht, 
kommt aus diesem direct für 1 — 2 Stunden in Paraffin von 45^, dann 
lässt man ihn in Papierkästchen in Wasser erstarren. Vor der Färbung 
Entfernung des Paraffins. Aehnliche Resultate erreicht man mit den 
Methoden von Rindfleisch und H. F. Müller. 

Nach Rindfleisch wird das in irgend einer Weise fixirte Blut 
ausgewaschen, mit einer ganz geringen Menge Glyzerin vermischt und 
dann auf Glasplatten an staubfreiem Orte dem Trocknen überlassen, 
soweit dies der Glyzerinzusatz gestattet. Dann wird dasselbe mit einer 
ganz dünnen Lage von Celloidin übergössen, die sich nach dem Ver- 
dunsten als feines Häutchen anziehen lässt. Das Häutchen wird 
geförbt etc. 

H. F. Müller stellt von Blut, dann aber auch von anderen Sub- 
stanzen, die nicht fest am Deckglas haften, Deckglastrockenpräparate 
her, bringt die Deckgläschen für einen Moment auf eine ganz dünne 
Celloidinlösung, lässt abtropfen und lufttrocknen. Darauf kann in der 
gewöhnlichen Weise nach Ehrlich gefärbt werden. 

Untersuchung der Blutplättchen. 

Die Blutplättchen sind flache, ovale Scheiben, die in ihrer Grösse 
schwanken und ein Drittel der Grösse eines rothen Blutkörperchens 
erreichen können. 

Bei ihrer Darstellung muss man berücksichtigen, dass sie auf den 
geringsten Reiz, auch den der Luft, sehr erhebliche Gestalts- und 
Formveränderungen eingehen. 
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Präparates nach Ehrlich (s. p^ 90). 

Die Blutkörperchen färben sich in Trockenpräparaten in ( 
trirten wässerigen Lösungen von Methylviolett, Anilingrün, P 
diffiis. Haben sie sich aber schon, was meistens gesclueht, in 
centralen kömigen Theil und eine homogene periphere Partie di 
zirt, so färbt sich das Centrum etwas intensiver. 

Untersuchung und Nachweis von Fibrin. 

Zur Untersuchung des Fibrins genügt sehr oft eine Doppelfi 
mit Hämatoxylin und Eosin an möglichst dünnen Schnitten. Au 
Weise gelingt es z. B. ganz gut, das Fibrinnetz bei der fibi 
Pneumonie und innerhalb der diphtherisch entzündeten Schleii 
sichtbar zu machen. 

Eine vorzügliche Methode zur Untersuchung und Färbung ( 
brins ist die von Weigert angegebene, die sich von der Bak 
färbung desselben Autors (s. p. 63) nur in der Wahl der Entfär 
flüssigkeit unterscheidet. 

WEiGEBT'sche Fibrinfärbungsmethode. 

1) Alkoholhärtung. 

2) Färbung 5—15 Minuten lang in concentrirter Anilinwass 
tianaviolettlösung. 

3) Abspülen in 0,6 Proc. NaCl-Lösung. 

4^ Abtrocknen auf dem Spatel oder Objectträger mit Fliess 

5) 2 — 3 Minuten auf dem Objectträger oder Spatel in Jodj< 
lösung 1:2:100. 

6) Abtrocknen mit Fliesspapier. 

7) Entfärben in 

Anilinöl 2 Thl. 
Xylol 1 „ 

8) Entfernen des Anilin-Xylols durch Xylol. 

9) Kanadabalsam. 

Auf diese Weise wird das Fibrin schön blau geförbt, wi 
alles Andere ausgenommen Bakterien, entfärbt wird. Nicht ? 
werden namentlich auch Blutkörperchenreste, käsige Massen und < 
lationsnekrosen. 

Eine schöne Doppelfärbung lässt sich erzielen, wenn man di 
parate mit Lithionkarmin (s. p. 36) vorfärbt. 

Man kann nach Löwit die Fibrinfilrbung auch am frischei 
Präparat vornehmen. Man wartet den Eintritt der Gerinnung 
dem Deckglas ab und zieht dann zunächst vom Rande des Decl 
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96 Fremde Bestandtheile im Blut. 

her eine 0,6-proc. Kochsalzlösung durch, bis die rothen Blutkörperchen 
ausgeschwemmt sind. Die Leukocyten und Blutplättchen bleiben meist 
zurück. Dann folgen Alkoholdurchspülung und die einzelnen Proceduren 
der WEiGERT'schen Methode, die sämmtlich unter dem Deckglas vor- 
genommen werden. 

Zenker empfiehlt die Anilin wassergentianaviolettlösung nicht durch 
Zugiessen alkoholischer Farblösung, sondern durch directes Auflösen der 
Farbe in Anilin wasser herzustellen, weil dann die Farbe weniger 
leicht ausgezogen werden soll. Auch verlängert er die Entfarbungs- 
zeit dadurch, dass er 1 Theil Anilinöl mit 2 Theilen Xylol mischt. 

Modification der Fibrinfärbung nach Beneke. 

Wenn man die entfärbende Fähigkeit des Anilinölxylok durch stär- 
keren Zusatz von Xylol herabsetzt, so kann man auch eine Reihe anderer 
Gebilde mit der Fibrinfärbungsmethode darstellen. Beneke empfiehlt zu 
diesem Zweck 2 Theile Anilinöl mit 3 Theilen Xylol zu mischen. Man kann 
auf diese Weise darstellen: 1) Kerntheilungsfiguren, 2) Bindegewebs- 
fasern, blauviolett bis röthlichviolett, 3) Elastisches Gewebe, leuchtend 
roth, und dadurch von den dunkelblauen Bindegewebsfibrillen scharf ab- 
gehoben, 4) Fibrillen des Knochengewebes und SnARPEY'sche Fasern, 
5) Quergestreifte Musculatur mit deutlicher Abhebung der dunkel- 
blauen Querscheiben, 6) Neuroglia. Ausser dieser färben sich im 
Centralnerven System nur noch die Kerne der Ganglienzellen, 7) die 
Epithelfibrillen des Plattenepithels. 

Der Grad der nöthigen Entfärbung ist für die einzelnen aufge- 
zählten Gewebe ein verschiedener und muss eventuell dadurch con- 
trollirt werden, dass man den Schnitt probeweise in reines Xylol 
bringt und unter dem Mikroskop untersucht. 

Fremde Bestandtheile im Blut. 

Zur Untersuchung des Blutes auf Pigment genügt eine einfache 
Vertheilung feinster Bluttröpfchen in einem Tropfen 0,6-proc. Kochsalz- 
lösung. 

Ausserdem kann man Trockenpräparate ungefärbt oder mit Anilin- 
farben gefärbt herstellen. 

Von Schizomyceten kommen im Blute des lebenden Menschen 
hauptsächlich Milzbrandbacillen und Recurrensspirillen vor. AufMilz- 
brandbacillen untersucht man Deckglastrockenpräparate, die nach Gram 
gefärbt sind, oder Blutstropfen frisch. Bei Thieren, die mit Milzbrand 
inficirt sind, kann man das Blut auch sehr gut im hängenden Tropfen 
untersuchen. 

Will man auf andere Mikroorganismen, speciell auf Kokken, unter- 
suchen, so muss man sich vor allem vor einer Verwechslung mit den 
basophilen y- und (5-Granulationen (s. p. 92) hüten, die sich ebenso wie 
die Bakterien mit den basischen Anilinfarben tingiren. Die d-Granu- 
lationen sind so fein, dass sie mit den bekannten Kokkenformen nicht 
verwechselt werden können. Die Körner der Mastzellengranulationen 
können dagegen den Kokken sehr ähnlich sein, sind aber gewöhnlich 
nicht so gleichmässig gross wie die letzteren. 

Man kann sich die Eakterienfärbung von Bluttrockenpräparaten sehr 
erleichtern, wenn man dieselben 10 Secunden lang mit 1-proc. bis 
5-proc. Essigsäure behandelt, danach gründlich auswäscht und nun färbt. 
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Zählung der Blutkörperchen. 97 

Auf diese Weise wird das Hämoglobin aus den rothen Blutkörper- 
chen ausgezogen, und die Bakterien werden fast isolirt gefärbt. 

EecurrensspiriUen können während des Fieberanfalls im Mschen 
Blut untersucht werden. Sie sind an ihrer lebhaften Eigenbewegung 
zu erkennen. In Trockenpräparaten Färbung mit Bismarckbraun in 
wässeriger oder in Glyzerinlösung oder mit Löitleb's Methylenblau. 
S. ausserdem p. 82. 

Zählung der Blutkörperchen. 

Zur Zählung der Blutkörperchen bedarf es einer vorherigen Ver- 
dünnung des Blutes. Man bedient sich dazu einer Pipette, welche in 
ihrer Mitte eine ampullenartige Erweiterung trägt. Diese AmpuUe hat 
genau den lOOfachen Cubikinhalt von demjenigen Theil der Pipette, der 
unterhalb der Ampulle gelegen ist. Man verfährt nun so, dass man 
zunächst die Pipette bis an die Grenze der Ampulle mit Blut füllt und 
dann so viel von der Verdünnungsflüssigkeit nachzieht, dass die Am- 
pulle gerade gefüllt wird. Auf diese Weise erreicht man eine lOOfache 
Verdünnung. 

Es sind verschiedene Verdünnungsflüssigkeiten angegeben worden. 
Am leichtesten gelingt die Untersuchung mit der 

Verdünnungsflüssigkeit von Toison: 

Methylviolett 0,025 

Neutr. Glyzerin 30 ccm 

Aqu. destillat. 80,0. 

Dazu kommt eine Lösung von 
Chlomatrium 1,0 

Schwefelsaures Natr. 8,0 
Aqu. destill. 80,0. 

Dann wird filtrirt. 
Nach 5 — 10 Minuten sind die weissen Blutkörperchen violett tingirt 
und unterscheiden sich alle gut von den grünlich gefärbten rothen Blut- 
körperchen. 

Mit dem durch diese Flüssigkeit auf das lOOfache verdünnten Blute 
füllt man nun den TnoMA-ZEiss'schen Zählapparat (zu beziehen von 
K. Zeiss, Jena). Derselbe besteht aus einer 0,1 mm tiefen feuchten 
Kammer, deren Boden in 400 Quadrate eingetheilt ist, so dass die 
FlüssigkeitvSschicht, die sich über einem solchen Quadrate befindet, 
= TöVö ^^^ beträgt. 

Es werden dann in möglichst vielen Quadraten die Blutkörperchen 
gezählt, und zwar nicht nur diejenigen, die sich im Quadratraum selbst 
befinden, sondern auch diejenigen, welche auf den Linien des Quadrats 
liegen. Zur Berechnung multiplicirt man den Cubikinhalt 4000 mit 
der Zahl der Verdünnung und mit der Zahl der gezählten Blut- 
körperchen und dividirt durch die Anzahl der gezählten Felder. Die 
Zahl, die man erhält, ergiebt die Zahl der Blutkörperchen in einem 
Cubikmülimeter. In einer Formel ausgedrückt, ist die Berechnung 
folgende : 

4000 .v.z 

x = 

n 

X = Zahl der Blutkörperchen in einem Cubikmülimeter unverdünnten 
Bluts, V = Verdünnung, in den meisten Fällen also = 100, z die 

von Kahlden, Technik der histologiBchen Untersnohung. 4. Aufl. 7 



Digitized by 



Google 



98 Untersuchung des Herzens und der Gefässe. 

Zahl der Blutkörperchen in den Quadraten, n = Anzahl der gezählten 
Felder. 

Will man bloss die weissen Blutkörperchen zählen, so kann man 
nach dem Vorgang von Thoma das Blut im Verhältniss 1 : 10 mit Wasser 
verdünnen, welches 0,3 Proc. Essigsäureanhydrid enthält. Die rothen 
Blutkörperchen werden dann gelöst, und dadurch das Zählen der weissen 
sehr erleichtert. 

Untersuchung des Herzens und der OefSsse. 

Der Zustand des Herzmuskels lässt sich sehr gut an frischen 
Zupfpräparaten untersuchen, bei denen die Zerzupfung nur hin- 
reichend fein ausgeführt werden muss. Zur Unterscheidung der trüben 
Schwellung von der Verfettung bedient man sich der in Cap. 1 (p. 8 
und 9) angegebenen Reagentien, Essigsäure einerseits und andererseits 
1-proc. Osmiumsäure (s. auch p. 48). 

Pigmentdegeneration des Herzmuskels erkennt man ebenfalls gut 
an Zupfpräparaten. 

Die Härtung geschieht vorzugsweise in MüLLER'scher Flüssigkeit, 
dann auch in Alkohol. 

Schnittpräparate bettet man zweckmässig in Celloidin ein und färbt 
mit Kernfärbemitteln. Die Karminiärbungen, Lithionkarmin und Borax- 
karmin, verdienen namentlich dann den Vorzug, wenn es sich um Pig- 
ment handelt. Pikrokarmin lässt die quergestreiften Muskelfasern sehr 
deutlich hervortreten. 

Endocarditische Efflorescenzen und Klappenvegetationen kann man 
frisch auf Bakterien an Deckglastrockenpräparaten untersuchen, die man 
so herstellt, dass man die Auf lagerungsmassen direct auf Deckgläsern 
abreibt, oder auch so, dass man sie in etwas sterilisirtem Wasser ver- 
mittels eines ausgeglühten Glasstabes verreibt und von der Flüssigkeit 
auf Deckgläser aufstreicht. 

Schnittpräparate sind in Celloidin einzubetten. Auch Parafftnein- 
bettung kann angewandt werden. 

Zur Färbung dient entweder die einfache Tinction mit Gentiana- 
violett und Auswaschen in Alkohol (c£ p. 62) oder die GEAM'sche 
Methode, nach der sich die meisten in den endocarditischen Auflage- 
rungen vorkommenden Bakterien, so namentlich der Streptococcus und 
Staphylococcus pyogenes , sowie der Fränkel- WEicHSELSAUM'sche 
Pneumococcus färben. 

Zur histologischen Untersuchung der endocarditischen Efflorescenzen 
färbt man mit Alaunkarmin oder mit Hämatoxylin und Karmin resp. 
Eosin ; oft ist auch die WEiGEET'sche Fibrinfärbung (p. 95) am Platz. 

Die grossen Gefässe härtet man ebenfalls am zweckmässigsten in 
MüLLER'scher Flüssigkeit. Zur Darstellung der elastischen Fasern 
dienen die p. 99 angegebenen Methoden. 

Milz, Knochenmark und Lymphdrüsen. 

Als Härtungsmittel sind zu empfehlen in erster Linie MüLLEn'sche 
Flüssigkeit, dann auch Sublimat. Mit Vortheil kann man sich nach dem 
Vorgang von Foa auch einer Lösung von 2 g Sublimat in 100 g fast 
zum Sieden erhitzter MüLLER'scher Füssigkeit bedienen. Ebenso ist 
die ZENKER'sche Härtungsflüssigkeit (s. p. 11) empfehlenswerth. Mit- 
unter ist auch die Anwendung von Formalin (s. p. 12) am Platze. Zur 
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Seröse Häute. Haut. Elastische Fasern. 99 

Färbung dienen die Kernfärbemittel, daneben kommen aber aucb die 
von Ehelich für die Blutuntersuchung angegebenen Färbungen (s. p.91) 
in Betracht. 

Knochenmark gewinnt man derart, dass man einen langen Röhren- 
knochen aufmeisselt oder mit einer Knochenscheere eröffiaet und mit 
dem Skalpell einen Würfel entnimmt. Härtung in den oben empfohlenen 
Fixirungsflüssigkeiten. Färbung mit den für das Blut angegebenen 
Methoden. 

Man kann aber auch die Knochenmarksflüssigkeit nach der Deck- 
glastrockenmethode untersuchen (s. Blut), indem man einen markhaltigen, 
namentlich spongiösen Knochen auf dem Schraubstock auspresst. 

SchliessKch kann man auch die Markhöhle anbohren, ein feines 
CapiUarröhrchen einstossen und den in dem Röhrchen aufsteigenden 
Marksaft auf das Deckglas bringen. 

Um Milzpulpa ganz frisch zu untersuchen, empfiehlt Ehelich, so- 
fort nach dem Tode mit einem dicken Troicart durch die Haut durch 
in die MUz einzustechen und den so erhaltenen Saft auf dem Deckglas 
auszustreichen. 

Seröse Häute. 

Für dieselben kommen die Härtungen in MüLLEE'scher Flüssigkeit 
oder Alkohol und als Färbung die gewöhnlichen Kernfarbemittel zur 
Anwendung. 

Seröse Trans- und Exsudate kann man, wenn sie zellreich sind, 
direct im frischen Präparat mit Zusatz von etwas Kochsalzlösung unter- 
suchen. Sind sie dagegen zellarm, so lässt man sie sedimentiren, was 
sich namentlich auch dann empfiehlt, wenn man auf Tuberkelbacillen 
oder andere Bakterien untersuchen will, oder man wendet das Centri- 
fugirungsverfahren an. 

Haut. 

Die Haut wird in MüLLEE'scher Flüssigkeit oder in Alkohol ge- 
härtet und passend in Celloidin eingebettet. Zur Färbung dient Alaun- 
karmin oder eine andere Kernfärbung. 

Für die Darstellung der elastischen Fasern in der Haut hat 
Unna folgende Vorschrift gegeben: 

1) Härtung in absolutem Alkohol oder in FLEivoiiNG'scher Lösung 
mit Nachhärtung in absolutem Alkohol. 

2) Vorförbung (eventuell) in Vesuvin. 

3) Auswaschen. 

4) Färbung 24 Stunden lang in: 

Fuchsin 0,5 

irr^^f ^'"^^- \ ana 25,0 
Alkohol / ' 

Acid. nitric. (25-proc.) 10,0. 

5^ 2 — 3 Secunden in 25-proc. Salpetersäure. 

6) Entfärben in schwachem Essigwasser. 

7) Rasche Entwässerung in absolutem Alkohol, Cedernöl, Kanada- 
balsam. 

Herxheimer hat zur Darstellung der elastischen Fasern in der 
Haut folgendes Verfahren angegeben: 

7* 
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und Rundzellen erscheinen ebenfalls noch gefärbt. Nachfärbung mit 
Bismarckbraun ist möglich. 

Die Methode gelingt nur bei Färbung einzelner Schnitte, nicht 
ganzer Stückchen. Härtung in absolutem Alkohol, in Pikrinsäure und 
in FLEMMiNG'schem Gemisch ist ebenfalls zulässig, MiiLLER'sche Flüssig- 
keit ist aber vorzuziehen, weil sich namentlich die Entfärbung leichter 
vollzieht. 

Manchot hat zur Darstellung der elastischen Fasern folgendes 
Verfahren empfohlen: 

1) Härtung in MüLLEß'scher Füssigkeit oder in Alkohol. 

2) Färben der Schnitte ^2 Minute lang in concentrirter wässeriger 
Fuchsinlösung. 

3) Abspülen des überschüssigen Farbstoffs in Wasser. 

4) Entfärben 1—12 Stunden lang in wässeriger Zuckerlösung von 
der Consistenz und dem Flüssigkeitsgrade des Glyzerins, welcher 
auf je 10 ccm 3 — 4 Tropfen gewöhnlicher Schwefelsäure zuge- 
setzt sind. 

5) Einschluss der Schnitte in nicht angesäuerter Zuckerlösung. 
Celloidin muss vor der Färbung aus den Schnitten entfernt werden. 

Sehr brauchbar ist das Verfahren von Unna-Taenzer: 

1) Härtung am besten in Alkohol, doch gelingt die Methode auch 
bei Härtung in MüLLER'scher Flüssigkeit. 

2) Färben 6 — 12 — 24 Stunden lang in einer Lösung von: 

Orcein 0,5 

Alkohol absol. 40,0 

Aqu. destillat. 20,0 

Acid. hydrochlor. gutt. 20. 

3) Entfärben in einer Lösung von: 

Acid. hydrochlor. conc. 0,1 
95-proc. Spiritus 20,0 

Aqu. destillat. 5,0. 

Elastische Substanz braunroth, Homsubstanz braunroth, alle übrigen 
Theile der Haut nur schwach, aber deutlich tingirt. Man kann Vor- 
färbung mit Boraxkarmin vornehmen. 

Beneke empfiehlt seine modiflcirte Mbrinfarbungsmethode (s. p. 96) 
für Darstellung der elastischen Fasern. Dieselben heben sich durch 
ihre leuchtend rothe Farbe von dem violetten Bindegewebe ab. 

Färbung des kollagenen Gewebes nach Unna. 
1) Alkoholhärtung. Färbung 5—10 Minuten lang in 2-proc. 
wässeriger Säurefuchsinlösung. 
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Haut. Epiphytische Bakterien. 101 

2^ Abspülen in Wasser. 

3) Uebertragen für 1 — 2 Miputen in gesättigte wässerige Pikrin- 
säurelösung, Entwässern in pikrinsäurehaltigem absolutem: 
Alkohol, Abspülen in absolutem Alkohol, Oel, Kanadabalsam. 

Eine zweite Methode desselben Autors ist folgende: 

1) Färben 20 Sekunden lang in 1-proc. wässeriger Lösung von 
Wasserblau. 

2) Abspülen in Wasser. 

3) Färben 5 Minuten lang in neutraler wässeriger Saflfranin- 
lösung. 

4) Abspülen in Wasser. Alkohol absolut. Bergamottöl. Kanada- 
balsam. 

Kollagene Substanz himmelblau, Kerne roth, protoplasmatische Theile 
violett, Homschicht dunkelroth. 

Auch die von Beneke angegebene Modifikation der Fibrin- 
färbungsmethode ist nach Unna sehr gut geeignet. 

Darstellung der Plasma- und Mastzellen nach Unna. 

1) Alkoholhärtung. Färben, eventuell in erwärmter Lösung von : 

Methylenblau 1,0 

Kali caust. 0,05 

Aqu. 100,0 

2) Entfärbung in Creosol. . 

3) Trocknen zwischen Fliesspapier oder rasche Entwässerung 
in absolutem Alkohol. 

Wenn man in absolutem Alkohol entwässern will, so muss man 
die Schnitte etwas stärker färben und sie aus dem Alkohol entfernen, 
wenn die Oberhaut sich als dunkler Streifen von der Cutis abhebt. 

Eine weitere, sehr gute Methode von Unna ist folgende: 

Die Schnitte der in Alkohol gehärteten Präparate werden in 
altem basischem Methylenblau, welches methylenviolett- und methylen- 
rothhaltig ist, überfärbt, ^/4 — 12 Stunden lang. Dann Abspülen in 
Wasser und Differenziren in UNNA'scher Glyzerin-Aetherlösung (von 
Dr. Grübler, Leipzig, zu beziehen), gewöhnlich ^4 Minute lang, sorg- 
fältiges Abspülen in Wasser, Alkohol, Bergamottöl, Kanadabalsam. 

Die Darstellung der epiphytischen Bakterien, die sich auf 
der Haut befinden, erfordert eine besondere Technik, weil die Horn- 
substanzen eine ähnliche Affinität zu den basischen Anilinfarben be- 
sitzen, wie die Bakterien, und daher leicht zu stark mitgefärbt, resp. 
zu wenig entfärbt werden, oder gleichzeitig eine zu starke Entfärbung 
der Bakterien eintritt. 

Vor der Färbung müssen die Hautschuppen entfettet werden. 
Man kann dabei in verschiedener Weise verfahren. 

1) Man wäscht die Hautschuppen in Aether und Alkohol aus, färbt 
sie dann in alkoholischer Eosinlösung und untersucht sie (eventuell auch 
ohne vorherige Färbung) in 33-proc. Kalilauge. 

2) Man entfettet die Schüppchen oder die Haut in Alkohol und 
Aether, färbt sie in Anilinwasserfuchsin, wäscht sie in salzsaurem Alkohol 
aus, entwässert in Alkohol und untersucht in Kanadabalsam. Man kann 
auch eine Doppelfarbung mit Genitianaviolett anfügen. 

3) Man tupft Dach Bizzozero Deckgläser auf die zu untersuchende 
Stelle der Oberhaut, zieht dann die Deckgläser dreimal durch die 
Flamme und entfettet nun in Alkohol und Aether. 
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chen folgendes Verfahren angegeben: 

1) Entfettung der Schüppchen in Alkohol und Aether. 

2) Färbung '/-;» bis einige Minuten lang in 

Sahli's Methylenblaulösung = 
5-proc. wässerige Boraxlösung 16 Theile 

concentrirte wässerige Methylenblaulösung 20 „ 
Wasser 24 „ 

3) Uebertragen für V2 — 1 Minute in schwache, wässerige Resorcin- 
lösung (einige Körnchen Resorcln in einer Uhrschale mit Wasser). 

4) Uebertragen in Alkohol einige Minuten bis 1 Stunde. 

5) Entfärbung in schwacher Lösung von Wasserstoffsuperoxyd. 
(Diese Entfärbung ist nicht immer, aber oft nöthig.) 

6) Alkohol. Xylol. Kanadabalsam. 

Unna (Monatshefte f praktische Dermatol. Xni, No. 6 u. 7) em- 
pfiehlt folgendes Verfahren zum Nachweis von Bakterien : Man zerreibt 
die mit einem Tropfen Eisessig angefeuchteten Hautschuppen zwischen 
zwei Objectträgern zu einem Brei, trocknet die von einander gehobenen 
Objectträger rasch über der Flamme und giesst dann auf die schi-äg 
gehaltenen Objectträger Alkohol-Aether zur Entfernung des Fettes. 
Färben mit Borax-Methylenblau, Abspülen mit Wasser. Will man 
stärker entfärben, so wendet man eines der von Unna a. a. 0. em- 
pfohlenen Reagentien an. 

Schleimhäute. 

Härtung in MüLLER'scher Flüssigkeit; wenn es auf die Unter- 
suchung des Epithels ankommt, so muss man das Material möglichst 
frisch in die Härtungsflüssigkeit bringen und vor dem Schneiden in 
Celloidin einbetten. Celloidineinbettung ist auch nöthig, wenn man Auf- 
lagerungen, mit denen die Schleimhaut bedeckt ist, untersuchen will. 

Färbung mit den gewöhnlichen Kernfärbungsmitteln, Doppelfärbung 
mit Hämatoxylin und Eosin. ' 

Darm. 

Zur Härtung dient hauptsächlich MüLLER'sche Flüssigkeit, dann 
auch Sublimat und nach der Empfehlung von Heidenhain Pikrinsäure. 
Auch bei der Magen- und Darmschleimhaut kommt es für feine Unter- 
suchungen darauf an, dass man die zu untersuchenden Stücke möglichst 
bald in die Conservirungsflüssigkeit bringt. Beim Magen kann man 
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verschiedenen Bestandtheile der Faeces bedient man sich passend der 
Centrifage. 

Wenn der Magen- oder Darminhalt Blut beigemengt enthält, so sind 
oft in der schwarzen Masse wenigstens noch einzelne rothe Blutkörper- 
chen zu erkennen, welche die Diagnose sichern. Andernfalls muss man 
die Häminprobe anstellen (s. p. 126). 

Zum Nachweis sonstiger zelliger Bestandtheile, Speisereste etc. 
bedarf es keiner besonderen Kunstgriffe. Amylumkörner werden durch 
die Jodreaction nachgewiesen (cf p. 50). Zur Untersuchung auf Bak- 
terien stellt man Deckglastrockenpräparate her. Als Färbemittel eignen 
sich für den Mageninhalt Vesuvin, welches die Sarcine und die ver- 
schiedenen Hefearten am deutlichsten förbt, für den Darminhalt die ge- 
bräuchlichen Lösungen von Anilinfarben. Auch bei der Untersuchung 
auf Bakterien muss der Darminhalt stark mit sterilisirtem Wasser ver- 
dünnt werden. 

Zu bemerken ist, dass im Darminhalt eine Eeihe von Bakterien 
vorkommen, die sich mit Jodjodkaliumlösung blau färben. 

Will man den Darminhalt auf Cholerabakterien untersuchen, so 
kann man direct Deckglastrockenpräparate filrben. Besser aber ist das 
von ScHOTTELius empfohlene Verfahren, den Darminhalt mit der 
gleichen Menge alkalischer Bouillon zu verdünnen und offen stehen zu 
lassen. Die Cholerabacillen entwickeln sich hauptsächlich an der Ober- 
fläche, so dass Präparate, die von da entnommen sind, immer reichlich 
Kommabacillen enthalten. 

Leber und Pankreas. 

Leber und Pankreas werden am besten in MÜLLEß'scher Flüssigkeit 
gehärtet. Zum Nachweis degenerativer Veränderungen untersucht man 
die Leberzellen frisch in Abstrichpräparaten und setzt Essigsäure oder 
Osmiumsäure zu. 

Zur Härtung wählt man, wenn es auf die Untersuchung degenera- 
tiver Veränderungen ankommt, FLEMMiNG'sche Lösung (cf. p. 43 u. 48) 
oder die MABCHi'sche Mischung (s. p. 107). 

In MüLiiER'scher Flüssigkeit gehärtete Präparate werden mit 
Alaunkarmin oder Hämatoxylin gefärbt; eventuell DoppeÜarbungen mit 
Hämatoxylin und Eosin. 

Zur Conservirung des Gallenfarbstoffes bewährt sich besonders 
gut Sublimathärtung. Auch Formalin kann angewandt werden. 
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104 Gallencapillaren. Faserwerk der Leber. Hamapparat. 

Tumoren bettet man am besten in Celloidin ein, da ihr Gewebe 
oft sehr leicht im Schnittpräparat ausfällt. 

Darstellung der Gallencapillaren nach Böhm. 

1) Härtung höchstens 1 ccm grosser Leberstückchen, 72 Stunden 
lang, in einer Mischung von 

3-proc. Kali bichromicum-Lösung 4 Volum. 
1-proc. Ueberosmiumsäure 1 „ 

2) Uebertragen für 24—48 Stunden in 0,75-proc. Argentum nitri- 
cum-Lösung. 

3^ Auswaschen in destillirtem Wasser. 
4) Nachhärten. Schneiden. 

Die Gallencapillaren erscheinen schwärzlich auf gelblichem Grunde 
gefärbt. 

Darstellung des Faserwerks der Leber nach Böhm. 

1) Härtung 1 ccm grosser Leberstückchen in Va-proc. Chrom- 
säurelösung 48 Stunden lang. 

2) Uebertragen in 0,75-proc. Argentum nitricum-Lösung, 72 Stunden 
lang. 

3) Einige Stunden lang in destillirtes Wasser. 

4) Nachhärtung in Alkohol. Schneiden. 
Die Fasern erscheinen schwarz. 

Dieses Faserwerk lässt sich auch noch an in Alkohol gehärteten 
Präparaten darstellen nach der 

Methode von Oppel. 

1) Uebertragen der Stückchen aus dem Alkohol in eine wässerige 
10-proc. Lösung von Kalium chromicum flavum, 24 Stunden 
lang. 

2) Uebertragen in eine 0,75-proc. Argentum nitricum-Lösung. An 
Volum muss die Flüssigkeit das 20— 30-fache des zu behan- 
delnden Stücks betragen. 

3) Wechseln der Argentum nitricum-Lösung nach 1 Stunde zum 
ersten, und nach 2—3 Stunden zum zweiten Male. 

4) Nach 24 Stunden Abspülen in destillirtem Wasser. 

5) Uebertragen in Alkohol. Schneiden. 

Paraffineinbettung ist nicht zu empfehlen, da sie die so behan- 
delten Stücke brüchig macht. 

Harnapparat. 

Härtung wie bei Leber und Pankreas ; auch Sublimat giebt manchmal 
gute Härtung. Wenn man eiweisshaltige Flüssigkeit innerhalb der 
Glomeruluskapseln und Harnkanälchen fixiren will, so wendet man die 
Kochmethode an, indem man nicht zu grosse Stückchen für 1 — 2 
Minuten in kochendes Wasser wirft und in starkem Spiritus nach- 
härtet. Denselben Zweck erreicht man durch Härtung in absolutem 
Alkohol und Celloidineinbettung. Zur Untersuchung auf degenerative 
Veränderungen kommen dieselben Methoden in Anwendung wie bei 
Leber und Pankreas ; für alle feineren Untersuchungen ist Einbettung 
in Celloidin unerlässlich, weil sonst immer ein Theil des functioni- 
renden Parenchyms, namentlich in pathologisch veränderten Nieren, 
ausföllt. Färbung mit den kernfärbenden Mitteln. 
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Harnapparat. 105 

Die mikroskopische Untersuchung des Harnes nimmt 
man in der Weise vor, dass man denselben sedimentiren lässt und das 
Sediment, welches mit der Pipette entnommen wird, frisch auf dem 
Objectträger oder als Deckglastrockenpräparat untersucht. Letzteres 
namentlich dann, wenn die Untersuchung auf die Gegenwart von Bak- 
terien gerichtet ist. 

Tuberkelbacillen sind bei Tuberculose des Hamapparates 
meist nur spärlich im Harn vorhanden. Man lässt deshalb am besten 
möglichst vollständig, 24 Stunden lang, sedimentiren und färbt gleich 
von vornherein eine grössere Anzahl von Deckglastrockenpräparaten, 
etwa 6 — 10 und mehr, nach den bekannten Methoden. Ebenso kann 
auch das Centrifugirungsverfahren (s. p. 7) mit Nutzen in Anwendung 
gezogen werden. Auch hier ist die Methode von Gabbet (cf. p. 80) 
wegen ihrer Einfachheit und Sicherheit in erster Linie zu empfehlen. 
Daneben kann aber in zweifelhaften und wichtigen Fällen 24-stündiges 
Färben in Anilinwasserfuchsin beiBrütofentemperatur etc. von Nutzen sein. 

Zur Untersuchung des Harns auf zellige Bestandtheile ist 
es oft rathsam, das Sediment mit Wasser oder Kochsalzlösung zu ver- 
dünnen ; Essigsäurezusatz lässt die Zellen schärfer hervortreten ; ebenso 
kann man sich dieselben deutlicher zur Anschauung bringen, wenn 
man vom Rande des Deckglases einige Tropfen LöFPLER'scher Me- 
thylenblaulösung zufliessen lässt. 

Will man Präparate conserviren, so stellt man sie als Deckglas- 
trockenpräparate her und färbt ebenfalls mit LöFFLER'schem Methylen- 
blau oder mit Bismarckbraun. 

Die Untersuchung auf Harncylinder wird sehr erleichtert, 
wenn man das Sediment in ganz dünner Jodjodkaliumlösung, die eine 
weingelbe Farbe hat, suspendirt. 

Blut im Harn lässt sich meist mikroskopisch direct nachweisen, 
weil einzelne Blutkörperchen wenigstens so weit erhalten sind, dass 
sie eine Diagnose gestatten; ausserdem kann man in zweifelhaften 
Fällen dann noch die Häminprobe (cf. p. 126) anstellen. 

Auf krystallinische Beimengungen untersucht man das Sediment 
im frischen Präparat. 

Das saure harnsaure Natron, welches in grösserer Menge 
das sog. Ziegelsediment bildet, ist amorph. 

Reine Harnsäure erscheint hauptsächlich in Wetzsteinform 
oder in rhombischen Tafeln oder in langen spitzen Formen. 

Harnsaures Ammoniak kommt bei Zersetzung des Harnes 
vor und bildet stechapfelförmige Krystalle. 

Phosphorsaure Ammoniakmagnesia = Tripelphosphat 
erscheint in Sargdeckelform. 

Oxalsaurer Kalk bildet briefcouvertförmige Krystalle. 

Kohlensaurer Kalk bildet Kugel- und Bisquitformen. 

Bilirubin kommt amorph oder in gelblichen rhombischen Täfel- 
chen vor. 

Cystin bildet regelmässige sechseckige Tafeln, Ty rosin bildet 
Nadeln in Büschelform, Leucin kommt in Form von Kugeln vor. 
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wendig. Bei der Untersuchung des Sputums muss man vor allen 
Dingen berücksichtigen, dass dasselbe zellige Beimengungen aus der 
Mund- und Rachenhöhle enthält und dass ihm namentlich auch Speise- 
reste beigemischt sein können. 

Man kann die Sputumzellen aber auch in Alkohol, FLEMMiNa'scher 
Lösung oder Sublimat härten und im Schnitt untersuchen. Bei dieser 
Methode werden die Zellen besser erhalten. 

Ausser Speichelkörperchen, Plattenepithelien der 
Mundhöhle, Rundzellen und Schleimzellen finden sich im 
Sputum oft auch grosse Zellen, die EpitheUen ähnlich sind, aber 
eine mehr runde Form besitzen als diese. Sie haben einen grossen 
bläschenförmigen Kern und sind wohl nicht in allen Fällen als desqua- 
mirte Alveolarepithelien aufzufassen. Sie enthalten oft Pigment. Sie 
kommen auch bei einfacher Bronchitis vor. 

Pigment resp. Pigmentkörnchenzellen im Sputum können 
von Hämorrhagien herrühren, namentlich bei Stauungen im kleinen 
Kreislauf, die durch Insufflcienz der Mitralis bedingt sind; es finden 
sich dann neben dem Pigment oft noch rothe Blutkörperchen vor. 

In den bei weitem meisten Fällen handelt es sich aber um Pigment- 
arten, welche mit der Athmungsluft in die Lungen eingedrungen sind. 

Diese letzteren Pigmentarten geben — vorausgesetzt, dass es sich 
nicht um Siderosis handelt — keine Eisenreaction mit Ferrocyankalium 
und Salzsäure (p. 62). Ausserdem sind sie meist mehr schwarz gefilrbt, 
während das Blutpigment einen braunrothen Farbenton zeigt. Doch ist 
der Farbenunterschied allein nicht maassgebend. 

Fibrinausgüsse der Bronchien sind schon makroskopisch an 
ihrer eigenthümlichen Form zu erkennen. 

Die sog. Asthmakrystalle stellen lange, sehr spitzige Octa- 
eder dar. 

Die Curschmann' sehen Spiralen sind bandförmige, spiralig 
gewundene Gebilde, die in ihrem Centrum einen helleren Faden zeigen. 
Fettsäur e-Kry stalle finden sich bei putrider Bronchitis, bei 
Lungengangrän, Lungenabscess, auch bei Cavemenbildung. 

In jedem Sputum finden sich Mikroorganismen der verschie- 
densten Art* 

Sowohl die Tuberkelbacillen wie die elastischen Fasern 
finden sich vorzugsweise in kleinen, pfropfenartigen Bröckelndes Sputums, 
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Centralnervensystem. 107 

auf die man daher bei der Untersuchung vorzugsweise sein Augenmerk- 
zu richten hat, wenn es sich um den Nachweis von Tuberkelbacillen 
oder von elastischen Fasern handelt (Sedimentirung des Sputums s. p. 79). 
Zur Untersuchung auf Bakterien kommt die Deckglastrockenmethode 
zur Anwendung. Auf elastische Fasern untersucht man entweder in 
der Weise, dass man zu dem frischen Sputumpräpar^^t 1-proc. Kalilauge 
zutreten lässt, oder so, dass man das Sputum mit 10-proc. Kalilauge 
kocht, dann sedimentiren lässt und nach 12—24 Stunden das Sediment 
untersucht. 

Untersuchung des Centralnervensystems. 

Für die Conservirung und Härtung von Stücken aus dem Central- 
nervensystem kommt fast ausschliesslich MüLLEB'sche . Flüssigkeit in 
Betracht. Beim Rückenmark dauert die Härtung, wenn sie eine voll- 
kommene sein soll, 3—4 Monate, beim Gehirn 4 Monate bis 1 Jahr. 
Man kann durch Einstellen in den Brutschrank die. Härtungszeit er- 
heblich abkürzen. Die Aufbewahrung in MüLLEn'scher Flüssigkeit kann 
auf mehrere Jahre ausgedehnt werden, namentlich wenn dieselbe, nach- 
dem die Härtung vollendet ist, mit Wasser auf die Hälfte verdünnt 
wird. Nachher können die Stücke auch noch eine Zeit lang in Spiritus 
aufbewahrt werden. Die Stücke sollen möglichst frisch in die Con- 
servirungsflüssigkeit kommen. 

Manchmal empfiehlt es sich, die Härtung im Anfang nicht in der 
MüLLEß'schen Flüssigkeit von gewöhnlicher Concentration, sondern in 
einer Lösung, die nur 1 Proc. doppeltchroms. Kali enthält, vorzunehmen. 

Bei experimentellen Untersuchungen kann man, um diesen Zweck 
zu erreichen, dem entbluteten Thiere MÜLLER'sche Flüssigkeit in die 
Carotis interna vorsichtig injiciren. 

Die Härtung in der Flemminq' sehen Lösung (p. 43 u. 48) ist 
sehr empfehlenswerth, wenn es sich um die Untersuchung degenerativer 
Veränderungen im Nervengewebe handelt. 

Besonders bewährt hat sich zum Nachweis selbst geringfügiger 
degenerativer Veränderungen auch die 

Methode von Marchi. 

1) Möglichst kleine Stückchen werden 8 Tag lang (oder auch 
beliebig länger) in MüLLER'scher Flüssigkeit conservirt. 

2) Uebertragung für 6 — 8 Tage lang in eine Mischung von : 

MüLLER'sche Flüssigkeit 2 Theile 
1-proc. Osmiumsäure 1 Theil. 

3) Sorgfältiges Auswaschen in Wasser. 

4) Nachhärten in Alkohol von steigender Concentration. 
5} Einbetten in Celloidin. 

Zerrungen sind bei der Herausnahme der Objecte aus der Leiche 
möglichst zu vermeiden. 

Die degenerirten Partien erscheinen schwarz, alles Andere hellgrau. 
Nachfärbung in Karmin ist möglich. Am besten eignet sich Lithion- 
karmin (5-proc.) Die Färbung dauert mehrere Stunden. Auch Wei- 
GERT'sche Färbung gelingt meist sofort, ohne dass man die Präparate 
in MüLLER'sche Flüssigkeit zurückbringt. 

Zerzupfungspräparate von der Leiche frisch entnommenen 
Stücken des Centralnervensystems lassen sich nur schwer und unvoll- 
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Die Stückchen sollen etwa V2 cm dick sein. 

2) Färbung der Schnitte in concentrirter wässeriger Fuchsin- 
lösung, die so lange erwärmt wird, bis Dampfwolken auf- 
steigen. 

3) Auswaschen 1 — 2 Minuten lang in absolutem Alkohol. 

4) Aufhellung in Nelkenöl, bis keine Farbwolken mehr abgegeben 
werden. 

5) Kanadabalsam. 
Methode b. 

1) Härtung wie bei a. 

2) Färben in einer 0,5-proc. Methylenblaulösung, welche so lange 
erwärmt wird, bis Blasen aufsteigen und unter hörbarem (re- 
räusch platzen. 

3) Auswaschen, nachdem die Farblösung abgekühlt ist, in einer 
Mischung von 

Anilinöl 20,0 

90-proc. Spiritus 200,0 
bis keine Farbwolken mehr abgehen, und eine deutliche 
Diflferenzirung zwischen weisser und grauer Substanz eintritt 

4) üebertragen des Schnitts auf den Objectträger, Abtrocknen 
mit Fliesspapier und Bedecken mit einem Tropfen Oiiganumöl,. 
den man bald wieder abfliessen lässt. 

6) Abtrocknen mit Fliesspapier, darauf Entfernen des noch im 
Schnitt vorhandenen Origanumöls mit Benzin. 

6) Bedecken des Schnitts mit einer bis zur Consistenz dünn- 
flüssigen Kanadabalsams abgedampftem Lösung von Colo-^ 
phonium in Benzin. 

7) Durch die Flamme ziehen, wodurch sich das Benzincolophonium 
entzündet. 

8) Bedecken mit einem Deckglas und leichtes Erwärmen, bis 
das Benzincolophonium den Raum zwischen Deckglas und 
Objectträger ganz ausfüllt. 

ni. Färbung der Achsencylinder nach Mallory. 

Diese Methode ist ausserordentlich bequem und sicher, und lässt 
zugleich die Gliafasem sehr deutlich hervortreten. 

Nach persönlicher Mittheilung des Autors verfährt man in fol- 
gender Weise: 
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1) Färbung der Schnitte 20 Minuten bis 1 Stunde lang in einer 
einige Wochen lang dem Sonnenlichte ausgesetzten und vor 
dem Grebrauch filtrirten Lösung von 

Phosphor-Molybdänsäure lO^/o 10 Theile 

Hämatoxylin 1,75 Theile 

Wasser 200 Theile 

Carbolsäure, krystallisirt 5 Theile 

2) Auswaschen in 2 — 3 Mal gewechseltem bO% Alkohol 5—20 
Minuten lang. 

3) Entwässerung etc. 

Die gefärbten Schnitte dürfen nicht zu lange in Alkohol absolut, 
verweilen. Achsencylinder und Grlia erscheinen tiefblau. Die Färbe- 
kraft der Flüssigkeit nimmt mit der Zeit noch merklich zu, sodass ich 
sie später mit 3 Theilen destillirtem Wasser verdünnt habe. 

IV. Eine bequeme und sichere Methode zur Darstellung der 
Achsencylinder ist die van GiEsoN'sche (p. 41). Die Achsencylinder 
erscheinen braunroth, die Markscheide gelb, die Kerne blauroth, die Glia 
roth, die Ganglienzellen mit ihren Ausläufern roth, alles sklerotische 
Gewebe leuchtend roth. Die Methode darf daher als eine Universal- 
färbungsmethode um so mehr bezeichnet werden, als sie besser differen- 
zirt und viel sicherer wirkt, wie die in den letzten Jahren recht un- 
zuverlässig gewordenen Karminpräparate. 

Die Färbung gelingt zwar auch an Alkoholpräparaten, doch ist 
MüLLER'sche Flüssigkeit bei weitem vorzuziehen, da die Differenzirung 
viel stärker ist und die Gelbfärbung der Markscheiden besser her- 
vortritt. 

V. Die Färbung der Achsencylinder mit neutralem 
Karmin (s. p. 40) giebt oft gute Eesultate. Am besten gelingen die 
Schnitte, wenn man sie in einer dünnen Lösung recht lange, bis 
24 Stunden, liegen lässt und dann gründlich auswäscht. Das neutrale 
Karmin förbt (üe Achsencylinder, die Ganglienzellen und das Zwischen- 
gewebe. Degenerirte Partien erscheinen intensiver roth gefärbt. 

Die Zeit, die zum Gelingen der Färbung nothwendig ist, ist sehr 
verschieden, je nach dem Alter der Präparate, der Härtung etc. Man 
kann die Färbung beschleunigen und auch intensiver machen, wenn man 
die Schnitte in eine Chlorpalladiumlösung (0,01 : 50) 10 Minuten lang 
legt und dann direct in die Karminlösung bringt. Auch Erwärmen 
beschleunigt die Färbung; in allen Fällen, wo es die Zeit zulässt, ist 
aber eine lange Färbung in dünner Lösung am meisten zu empfehlen. 

Auch die Ganglienzellen färben sich mit neutralem Karmin, und 
zwar am besten, wenn man die Schnitte 24 Stunden lang in einer 
hellrosa gefärbten Lösung liegen lässt. 

VI Gute Resultate giebt die Färbung mit Boraxkarmin und 
nachfolgender Behandlung in salzsaurem Spiritus (s. p. 37). Man lässt 
aber die Schnitte länger — bestimmte Zeitangaben lassen sich nicht 
machen — in der Farblösung, von ^4 Stunde bis mehrere Stunden. 
Dann färben sich die Achsencylinder, das Zwischengewebe, die Kerne 
der Ganglienzellen und sonstige kernhaltige Gebilde» 

Aehnliche Resultate erzielt man mit Lithionkarmin, welches in der- 
selben Weise angewendet wird. 
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Vn. Cochenillealaunfärbungder Achsen cy linder nach 
CzoKOR : 

Cochenille 1,0 
Alaun 1,0 

Aqua . 100,0 

erwärmt und bis auf die Hälfte des Volums eingekocht. 
Färbung 24 Stunden lang. Auswaschen in Wasser. 
Die Kerne haben einen violetten, die Achsencylinder einen mehr 
rothen Farbenton. 

Vin. Karminfärbung der Achsencylinder nach Schmaus. 

1) Härtung in MüLLER'scher Flüssigkeit (nicht auswaschen!) 

2) Nachhärtung im absolutem Alkohol, im Dunklen. 

3) Färben in einer durch halbstündiges Kochen hergestellten 
und nach dem Erkalten filtrirten Lösung von 

Karminsaurem Natron 1,0 

Uranum nitricum 0,5 

verrieben und gelöst in Wasser 100,0 

4) Auswaschen in Wasser etc. 

Derselbe Autor «empfiehlt auch eine Achsencylinderfärbung in 
Blackbleulösung (0,25 : 100,0 Alkohol [50-proc.]), der etwas Pikrinsäure 
zugesetzt ist. Färben 1 Stunde lang. Auswaschen in Wasser. 

IX. Anilinblaufärbung der Achsencylinder nach 
Stroebe. 

Zur gleichzeitigen Färbung der Achsencylinder und Markscheiden 
hat CiAGLiNSKi Vorfärbung in Saffranin, Auswaschen in Wasser, Färben 
in Anilinblaulösung, Auswaschen in Wasser empfohlen. Stroebe hat 
die Methode dadurch wesentlich verbessert, dass er nach der Anilin- 
blaufärbung nicht in Wasser, sondern in Alkalispiritus auswäscht. 

Man verfahrt nach Stroebe in folgender Weise: 

1) Härtung in MüLLER'scher Flüssigkeit. 

2) Färben V2 — 1 Stunde in gesättigter wässeriger Anilinblaulösimg. 

3) Abspülen der schwarzblauen Schnitte in Wasser. 

4) Uebertragen in eine Schale mit Alkohol, dem 20 — 30 Tropfen 
1-proc. Aetzkalialkohol zugesetzt sind (Kali causticum 1:100 
Alkohol, 24 Stunden stehen lassen, filtriren), bis der Schnitt 
hellbraunroth und durchscheinend geworden ist. Im Allge- 
meinen sind 1 bis mehrere Minuten nöthig. 

5) Uebertragen in destiUirtes Wasser 5 Minuten lang. Die 
Schnitte werden wieder hellblau. 

6) Gegenfärbung in zur Hälfte mit Wasser verdünnter ges. 
Saffraninlösung V4 — V2 Stunde lang. 

7) Auswaschen und Entwässern in Alkohol, absolut. Xylol. 
Kanadabalsam. 

X. Färbung von Sahli. 

1^ Sorgfältige Härtung in MüLLER'scher Flüssigkeit. 

2) Färben der Schnitte, 10 Minuten bis mehrere Stunden lang, 
in einer Mischung von: 
Gesättigte wässerige Methylenblaulösung 24,0 
DestiUirtes Wasser 40,0 

5-proc. Boraxlösung 16,0 
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3) Auswaschen in Wasser oder Alkohol, bis sich die graue Sub- 
stanz hell von der tiefblau gefärbten Marksubstanz abhebt. 

4) Aufhellen in CedemholzöL Kanadabalsam. 

Die Markscheiden werden tiefblau, die Ganglienzellen blass-grünlich, 
die Gliakeme blau. Die Methode ist namentlich geeignet zum Nach- 
weis gleichzeitig vorhandener Bakterien. Die Präparate besitzen keine 
unbegrenzte Haltbarkeit. 

XI. Eine isolirte Färbung der Achsencylinder erreicht man durch 
die FREUD'sche Flüssigkeit. 

1) Härtung in MtJLLER'scher Flüssigkeit. 

2) Färbung 3 — 5 Stunden lang in einer Lösung von 

3) Abwaschen in Wasser. 

4) 2—3 Minuten in 

Natronlauge 1,0 

Aqu. destülata 6,0 
5^ Abwaschen in Wasser. 
6) 5 — 15 Minuten in 10-proc. Jodkaliumlösung. 
7} Abwaschen, Alkohol, Kanadabalsam. 
Die FREUD'sche Goldfärbung gelingt nicht immer gut. Die Nerven- 
fasern erscheinen dunkelblau bis dunkelroth. Oft färbt sich auch ein 
Theil der Markscheiden mit. Die Manipulationen müssen mit Glasnadeln 
vorgenommen werden. 

Es giebt eine grosse Reihe von Modificationen der Goldmethode. 
CoHNHEiM, der die Methode zuerst bei Darstellung der Nerven der 
Hornhaut anwendete, brachte die Schnitte in eine 0,5-proc. Goldchlorid- 
lösung und dann für einige Tage in mit Essigsäure angesäuertes Wasser. 
Die später empfohlenen zahlreichen Modificationen bestehen darin: 

a) dass man viel stärker verdünnte Lösungen anwendet und in 
diesen dann die Schnitte entsprechend länger belässt; 

b) dass man statt des Goldchlorids Goldchloridkalium oder Gold- 
chloridnatrium anwendet; 

c) dass man die Goldchloridlösung erneuert; 

dj dass man zur Herbeiführung der Reduction an Stelle der Essig- 
säure, Salzsäure, Ameisensäure oder Weinsäure wählt. 
Am besten gelingt die Goldmethode an frischem, noch nicht ge- 
härtetem Material. 

Hervorzuheben ist noch 

XII. die Goldfärbung der Achsencylinder nach Upson. 

1) Härtung 4 — 6 Monate lang, anfangs in l-proc, später in 
2-proc., öfter zu erneuernder Lösung von Kali biclu-omicum 
in dest. Wasser. Am besten in einem dunklen Zimmer. 

2) Möglichst rasches Abspülen der gehärteten Stücke in destil- 
lirtem Wasser. 

Uebertragen für 2—3 Tage in öfter zu erneuernden 50-proc. 
Alkohol, der durch Verdünnen von absolutem Alkohol herge- 
stellt ist. 

3) Uebertragen in ebenfalls aus absolutem Alkohol herzustellenden 
95-proc. Spiritus, bis die Schnitte eine deutlich grüne Farbe 
zeigen; gewöhnlich ist dies nach 2 — 4 Wochen erreicht. 
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4) Eventuell Celloidineinbettung. Schneiden. 

5) Färben der Schnitte, 2 Stunden lang, in einer Lösung von 

Goldchlorid 1,0 

Aqu. destülat 100,0 
Salzsäure 2,0. 

6) Abspülen der Schnitte in destillirtem Wasser. 

7) Uebertragen für V2 Minute lang in 10-proc. Kalilösung. 

8) Auswaschen in Wasser. 

9) Reduction in einer, für jeden Schnitt frisch herzustellenden 
Lösung von 

Acid. sulphuric. 5 ccm 

3-proc. Jodtinctur 10—15 Tropfen. 
Mischen und Hinzufügen von 

Liquor ferri chlorici 1 Tropfen. 

10) Auswaschen in Wasser, sobald der Schnitt rosaroth geworden ist. 

11) Alkohol. Nelkenöl. Kanadabalsam. 

Die Schnitte sind im Dunklen aufzubewahren. Sämmtliche Mani- 
pulationen müssen mit Platin- oder Glasnadeln vorgenommen werden. 
Berührung mit Metallgegenständen zu vermeiden. 

XIIL Nigrosinfärbung der Achsencylinder. 
1) Färben der Schnitte 5 — 10 Minuten lang in einer conc. wässe- 
rigen Nigrosinlösung. 
2^ Entfärben erst in verdünntem, dann in absolutem Alkohol 
3) Origanumöl, Kanadabalsam. 
Die Nigrosinfärbung ist bequem wegen ihrer Einfachheit und giebt 
gute Uebersichtsbilder, namentUch bei Degenerationsherden. 

Unter den Färbungen, die eine Tinction der Markscheiden be- 
wirken, steht obenan: 

XIV. die WEiGEBT'sche Hämatoxylinfärbung der Mark- 
scheiden. 

1) Härtung in MüLLER'scher Flüssigkeit. 

2) Nachhärtung in Alkohol, ohne vorhergehendes Auswaschen 
in Wasser. 

3) Celloidineinbettung. 

4) Der Celloidinblock mit dem Präparat 24 — 48 Stunden lang 
in eine zur Hälfte mit Wasser versetzte gesättigte Lösung 
von Cuprum aceticum. 

5) 24 Stunden in 70-proc. Alkohol. 

6) Schneiden. 

7) Färben 15—20 Minuten — 24 Stunden in einer Lösung von 

Hämatoxylin 1,0 

Alkohol absolut. 10,0 

Sei. Lith. carbonic. gesättigt 1 ccm 
Aqu. destillata 60,0 

8) Abspülen in reichlichen Mengen von Wasser. 

9) Theilweise Entfärbung in einer Lösung von 

Natr. biborac. 4,0 

Rothes Blutlaugensalz 5,0 
Aqu. destillat. 200,0 

Die Zeit der Entfärbung unbestimmt, bis die graue Substanz deut- 
lich gelb erscheint. 

10) Abspülen in Wasser. 
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11) Entwässern in absolutem Alkohol. 

12) Aufhellen in Carbolxylol (s. p. 29). 

13) Einlegen in Xylolkanadabalsam. 

Die in MüLLEß'sclier Flüssigkeit gehärteten Stücke müssen noch 
braun sein, sie dürfen nicht schon im Alkohol grün geworden sein. 
Sonst überträgt man sie für einige Minuten oder auch für längere Zeit 
in eine Vs-proc. Chromsäurelösung, spült sie dann nur ganz ober- 
flächlich ab und bringt sie sofort in die Farbe. Man kann auch die 
Stücke oder die Schnitte für einige Zeit in MüLLEn'sche Flüssigkeit 
zurückbringen. 

Die WEiGEET'sche Methode giebt sehr klare Bilder, die Mark- 
scheiden erscheinen tief blauschwarz gefärbt; degenerirte Partieen er- 
scheinen hell, und zwar um so mehr, je mehr Nervenfasern unterge- 
gangen sind. Beste von Marksubstanz, die von zerstörten Nervenfasern 
übrig geblieben sind, nehmen die Färbung oft auch noch an. 

Die Dauer der Färbung in HämatoxyUn ist eine sehr schwankende. 
Eückenmarkschnitte färben sich oft schon in 15—30 Minuten. Schnitte 
der Hirnrinde gebrauchen bis zu 24 Stunden, wobei es oft auch ge- 
rathen ist, die Färbeflüssigkeit wenigstens einen Theil der Zeit im 
Brütofen zu belassen. Wenn man die Schnitte zu früh aus der Farb- 
lösung nimmt, so färbt sich nur ein Theil der Fasern, und es können 
dadurch schwere Täuschungen entstehen. 

Manchmal ist es von Nutzen, die Entfärbung langsamer vorzu- 
nehmen, indem man die Blutlaugensalzlösung bis auf % oder sogar Vi 
verdünnt. Wenn man die Präparate in Origanumöl aufhellt, so darf 
man sie darin nicht länger, als unumgänglich nöthig lassen, weil sonst 
eine Entfärbung eintritt. 

Will man ein Stück auch noch nach anderen Methoden färben, so 
schneidet man einen Theil, bevor man den Celloidinblock in die Kupfer- 
lösung bringt; man kann aber auch statt des ganzen Stücks 
erst die einzelnen Schnitte mit der Kupferlösung be- 
handeln. 

XV. Färbung der Markscheiden nach Weigeet, ohne 
Differenzirung. 

Diese, von Weigert angegebene Modification wird in folgender 
Weise ausgeführt: 

1) Härtung etc. wie bei XIV. 

2) Uebertragen in eine Mischung von 

Essigsaure Kupferlösung, gesättigt, 
10-proc. Seignettesalzlösung, ana 
24 Stunden im Brütofen. 

3) Uebertragung in eine Mischung von 

Essigsaure Kupferlösung, gesättigt, 
Wasser, ana 

24 Stunden im Brütofen. 

4) Färben in einer Lösung von 

Hämatoxylin 1,0 

Alkohol absolut. 10,0 

Gesättigte Lithion carbonicum-Lösung 7 ccm 

Aqu. destillat. 90,0 
(immer durch Zugiessen zu der alkoholischen Hämatoxylinlösung 
zu bereiten). 

Ton Kahlden, Technik der histologischen Untersuchung. 4. Aufl. 8 
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XVL die Färbung von Pal. 

Härtung in MüLLER'scher Flüssigkeit etc. 
Färben in der WEiGERT'schen HämatoxyKnlösung, 24— 48 Stun- 
den lang, eventuell 1 Stunde bei Brütofentemperatur. 

3) Auswaschen in Wasser, dem 1 — 2 Proc. Lithion carbonicum- 
Lösung zugesetzt ist ; die Schnitte müssen tief blau geförbt sein. 

4) Uebertragen der Schnitte in eine 0,25-proc. Lösung von über- 
mangansaurem Kali 20—30 Secunden lang, bis die graue Sub- 
stanz gelb aussieht. 

5) Uebertragen in eine Lösung von 

reiner Oxalsäure 1,0 

Kalium sulphurosum 1,0 
destillirtes Wasser 200,0 
für wenige Secunden. 

6) Gründliches Auswaschen in Wasser. 

7) Alkohol, Xylol, Kanadabalsam. 

Die Methode hat den Vortheil, dass die einzelnen Proceduren viel 
schneller vorgenommen werden können; sie giebt sehr scharfe Bilder 
und eignet sich, weil alles zwischen den Nervenfasern liegende Gewebe 
vollständig entfärbt wird, gut zu Doppelfärbungen. 

Man färbt am besten mit Pikrokarmin oder Boraxkarmin nach. 

XVn. Modificajtion der WEiaEET'schen Färbung von 
Vassale. 

1^ Härtung in MüLLER'scher Flüssigkeit; Nachhärtung in Alkohol. 

2) Färben 3—5 Minuten lang in 

Hämatoxylin 1,0 

Wasser (in der Wärme gelöst) 100,0 

3) Uebertragen 3 — 5 Minuten lang in gesättigte, filtrirte Lösung 
von essigsaurem Kupfer. 

4) Schnelles Auswaschen in Wasser. 

5) Uebertragen und Umrühren in einer Lösung von 

Borax 2,0 

Eothes Blutlaugensalz 2,5 
Wasser 300,0 

6) Gründliches Auswaschen in Wasser. 

7) Alkohol, Carbolxylol (1 : 3). Kanadabalsam. 

Anscheinend muss die Hämatoxylinlösung frisch sein, wenn die 
Methode gelingen soll. 
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XVIIL Färbung der Markscheiden nach Kulschitzky. 

1) Härtung in MüLLER'scher oder besser noch in ERLicKi'sclier 
Flüssigkeit (in letzterer 1 — 2 Monate, Nachhärtung in Alkohol). 

2) Färbung, 18 — 24 Stunden, in einer vor dem jedesmaligen Ge- 
brauch durch Essigsäure ganz leicht angesäuerten Lösung von 

Hämatoxylin (mit Alkohol absolut, q. s. gelöst) 1,0 
Gresättigte Borsäurelösung 20,0 

Destillirtes Wasser 80,0 

3) Auswaschen in Alkohol. 

Die Farblösung von Kulschitzky ist anfangs gelb gefärbt, nach 
2 — 3 Wochen wird sie gesättigt roth und ist dann brauchbar. Vor der 
jedesmaligen Anwendung setzt man zu einer Uhrschale voll der Lösung 
einige Tropfen Essigsäure. 

Es werden ausschliesslich die markhaltigen Nervenfasern intensiv 
blau gefärbt, alles üebrige bleibt farblos oder bekommt eine schwach 
gelbliche Farbe. Die Färbung wird besonders hübsch, wenn man diß 
Schnitte 24 Stunden in einer gesättigten Natron- oder Lithion carboni- 
cum-Lösung verweilen lässt. 

Eine neuere, von Kulschitzky angegebene Modification ist folgende : 

1) Färbung 1—3 (selten 24) Stunden lang in 

Hämatoxylin, gelöst in absolutem Alkohol 1,0 

2-proc. Essigsäure 100,0 

2) Entfärbung (gewöhnlich 2—3 Stunden lang) in 

Lithion carbonicum, gesättigte Lösung 100 ccm 

1-proc. Lösung von rothem Blutlaugensalz 10 „ 

3) Gründliches Auswaschen in Wasser. 

Eine ganz ähnliche Färbung lässt sich erzielen, wenn man 2 g 
Karmin (oder mehr) in 100 g 10-proc. Essigsäure 1 — 4 Stunden kocht. 
In dieser Lösung verbleiben die Schnitte 2—4 Stunden und kommen 
dann dii-ect in £e vorstehend angegebene Entfärbungsflüssigkeit. 

XIX. Methode von Exner zur Darstellung markhal- 
tiger Nervenfasern. 

Die Stückchen müssen möglichst frisch der Leiche entnommen sein, 
doch gelingt die Methode auch noch nach 12 Stunden. Es werden aus 
dem Gehirn oder Rückenmark Stückchen, die nicht über V« cni dick 
sein dürfen, ausgeschnitten und sofort in eine 1-proc. Osmiumsäurelösung 
übertragen, welche mindestens an Yolum das lOfache von dem zu fär- 
benden Stückchen betragen muss. Nach 2 Tagen wird die Osmium- 
säure erneuert. Am 5. oder 6. Tage werden die Stückchen in Wasser 
abgewaschen und entweder direct, nachdem sie auf Kork geklebt sind, 
oder nach vorheriger Einbettung geschnitten. Die einzelnen Schnitte 
kommen sofort in Glyzerin; auf dem Objectträger wird dem Glyzerin 
1 Tropfen Ammoniakwasser (Liquor Ammon. caust. 1 : 50 Aqua) zu- 
gesetzt. 

Die markhaltigen Nervenfasern erscheinen nach der Methode von 
Exner grau bis schwarz, die Präparate sind aber nicht haltbar. 

XX. Methode von Adamkiewicz. 

Adamkie^\t[cz hat auf die Eigenschaft des Saffranins aufmerksam 
gemacht, die Markscheiden der Nervenfasern roth, die Kerne der Nerven- 
und Gliazellen sowie die der Geßtsszellen dagegen violett zu färben. 
Die Markscheide der Nervenfasern nimmt aber diese Färbung nicht 

8* 
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mehr an, sobald die Nervenfaser erkrankt ist, auch schon nicht mehr 
im allerersten Stadium der Erkrankung. Die Methode ist folgende: 
Härtung in Chromsalzlösungen. 

Die Schnitte werden für kurze Zeit in Wasser übertragen, wel- 
ches durch Zusatz einiger Tropfen Salpetersäure eine schwach 
saure Keaction angenommen hat. 
3) Färbung in wässeriger tief-burgunderrother Lösung von Saflfranin 

No. 0. Es tritt nicht leicht Ueberfärbung ein. 
4^ Abwaschen in gewöhnlichem Alkohol 

5) Uebertragen in durch Salpetersäure schwach angesäuerten ab- 
soluten Alkohol. 

6) Aufhellen in Nelkenöl so lange, bis kein röthlicher Farbstoflf 
mehr abgeht 

7) Einschluss in Kanadabalsam. 

Dem oben Gesagten zu Folge färbt sich das Nervenmark gelbroth 
oder roth, die Bindegewebskeme werden blauviolett. 

Die Resultate der Färbung sind aber durchaus keine so constanten 
und guten, wie A. angiebt; eine Verbesserung und Modification bietet 
das Verfahren von Nikifoboff: 

1) Härtung in Chromsalzen. 

2) Directe Nachhärtung in Spiritus, ohne vorheriges Auswaschen 
in Wasser. 

3) Die einzelnen Schnitte kommen direct in Alkohol. 

4) Färbung, 24 Stunden lang, in concentrirter wässeriger Saflfranin- 
lösung oder in Anilinwassersaflfranin oder Carbolwasser (5-proc.)- 
Saflfranin. 

5) Vorsichtiges Auswaschen in Alkohol durch Hin- und Herbewegen, 
bis die graue Substanz beginnt sich durch ihre hellere Färbung 
von der Marksubstanz abzuheben. 

6) Uebertragen in Chlorgoldlösung 1 : 500 so lange, bis die graue 
Substanz einen Stich ins Violette bekommt. 

7) Sorgfältiges Auswaschen in Wasser. 

8) Uebertragen in Alkohol absol. *so lange, bis die graue Substanz 
durch ihre reinviolette Farbe sich von der rothen Marksubstanz 
deutlich abhebt. 

9) Kurze Zeit in Nelkenöl. 
10) Xylol. 

11} Kanadabalsam. 

XXI. Silbermethode zur Darstellung der Ganglien- 
zellen und ihrer Ausläufer nach Golgi. 

Die in MüLLEE'scher Flüssigkeit gehärteten Stücke, welche nur 
klein sein dürfen, kommen direct aus der Härtungsflüssigkeit in eine 
0,75-proc. Argentum nitricum-Lösung , welche nach V2 Stunde ge- 
wechselt wird. In der erneuerten Lösung kann das Stück beliebig lange 
bleiben. Nach 5 — 6 Tagen kann es, nachdem es oberflächlich abge- 
trocknet ist, erst in verdünnten, dann in absoluten Alkohol gebracht 
und dann geschnitten werden. 

Alkohol — Nelkenöl — Kanadabalsam. 

Die Ganglienzellen und ihre Ausläufer erscheinen schwarz im- 
prägnirt; ebenso die Bindegewebszellen. Die Methode ist sehr unsicher, 
sie färbt fast nie alle Ganglienzellen. Eine Verbesserung stellt die 
Sublimatmethode desselben Autors dar. 
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XXn. Sublimatmethode zur Darstellung der Ganglien- 
zellen und ihrer Ausläufer nach Golgi. 

Die in MÜLLER'scher Flüssigkeit gehärteten Stückchen, welche nicht 
dicker als 0,5 cm sein sollen, kommen in eine 0,25-proc. wässerige 
Sublimatlösung, die so oft erneuert wird, als sie sich noch gelb färbt. 
Nach 8—10 Tagen sind kleine Stückchen schon brauchbar und können 
geschnitten werden; doch tritt die Eeaction um so besser ein, je länger 
man die Schnitte in der Lösung belässt. 

Die Schnitte müssen sehr gut ausgewaschen werden. 

Dann : Alkohol — Oel — Kanadabalsam. 

Auch hier sehen die Ganglienzellen und ihre Ausläufer schwarz 
aus. Die Methode ist ebenfalls unsicher. 

Eine Verbesserung von PAii besteht darin, dass man die Schnitte 
mit einer Lösung von Natrumsulphid (Nag S) einige Minuten lang nach- 
behandelt. 

Auch die nach der Sublimatmethode hergestellten Schnitte sind 
noch sehr empfindlich und können, ebenso wie die Silberschnitte, nicht 
unter einem Deckglas aufgehoben werden. 

Eine Conservirung unter dem Deckglas, sowie eine nachträgliche 
Färbung soll ermöglichen 

XXIIL die Methode von Obregia. 

1) Die nach Golgi behandelten Sublimat- oder Silberpräparate 
dürfen nur mit Spiritus in Berührung kommen, der nicht 
schwächer ist, als 95-proc. Aus diesem gelangen sie in eine 
Msch bereitete und Va Stunde lang dem diffusen Licht 
ausgesetzte Lösung von 

1-proc. Eisenchloridlösung 8—10 Tropfen. (Keine Metall- 
nadeln !) 
Absoluter Alkohol 10 ccm. 
In dieser Flüssigkeit verweilen die Schnitte 15—30 Minuten lang 
im Dunkeln. 

2) Easches Abspülen in 25-proc. Alkohol, dann in destülirtem 
Wasser. 

3) Uebertragen für 5—10 Minuten (nicht länger!) in 10-proc. 
Natriumsulphidlösung. 

4) Mehrmaliges Auswaschen in destülirtem Wasser. 

5) Eventuelle Färbung mit Karmin, Hämatoxylin, nach Weigert, 
Paij etc. Einschluss in Kanadabalsam, Bedecken mit einem 
Deckglas. 

Die zweckmässigste Modification des GoLGi'schen Verfahrens ist 
die von Köllikee noch etwas umgeänderte 

XXIV. Methode von Ramon y Cajal. 

1) Die Stückchen gelangen frisch, im Dunkeln, für 24 — 36—48 
Stunden, in eine Lösung von 

Kalium bichromicum 3 Theile 

1-proc. Osmiumsäurelösung 25 „ 
Aqu. destillat. 100 „ 

Die erste Flüssigkeit ist nach einigen Stunden zu erneuern, sie 
kann aber nochmals als Anfangslösung für weitere Stücke verwandt 
werden. 
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gliazellen mit ihren Ausläufern röthlicli-scliwarz. 



XXV. Modification der GoLGi'schen Sublimatmethode 
von Flechsig: 

Um den Zusammenhang der Ganglienzellenausläufer mit dem in 
der grauen Substanz vorhandenen Faserfilz, namentlich auch mit dessen 
markhaltigen Elementen darzustellen, hat Flechsig die folgende Me- 
thode angegeben. Zu bemerken ist dabei, dass das nach dieser Methode 
zuerst untersuchte Gehirn nach der Härtung in MüLLER'scher Flüssig- 
keit 1 Jahr lang in 1-proc. Sublimatlösung gelegen hatte. 

1) Härtung in 2-proc. wässeriger Lösung von chromsaurem Kali 

2) Imprägnation mit Sublimat. 

3) Schneiden. Die einzelnen Schnitte werden in 96-proc. Alkohol 
übertragen. 

4) Färben 3 — 8 Tage lang, bei 35^ C, in einer Lösung von: 

reinem Extract von Japan. Rothholz 1 g 

absoluter Alkohol 10 „ 

destillirtes Wasser 900 „ 

gesättigte Lösung von Glaubersalz 5 „ 

gesättigte Lösung von Weinsteinsäure 5 „ 

5) Uebertragung jedes einzelnen Schnittes in 3 ccm einer Vi Ws 
Vp-proc. Lösung von Kalium hypermanganicum, so lange, bis 
die Lösung den bläulichen Farbenton verloren hat. 

6) Entfärben in einer Lösung von 

Acid. oxalic. 1,0 

Kai. sulphuros. 1,0 

Aqu. destiUat. 200,0. 
Wenn die Entfärbung nicht vollkommen ist, von neuem Kali hyper- 
manganic. und Entfärbung, bis jeder gelbe Farbenton aus dem Schnitt 
geschwunden ist. 

7) Uebertragen der Schnitte in eine Mischung von 

1-proc. Goldchloridkaliumlösung 5 Tropfen 
AUcohol absolut. 20 ccm, 

bis die Sublimatniederschläge, die im Schnitt bei auffallendem 
Licht weisslich aussehen, tief-schwarz geworden sind, und die 
rothen Nervenfaserbündel einen bläulichen Ton angenommen 
haben. 
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8) Ganz kurzes Auswaschen in 

5-proc. Cyankalilösung 1 Tropfen 
Aqua destillat. 20 g. 

Der Schnitt muss auf der Lösung schwimmen. 

9) Entwässern in absolutem Alkohol. 

10) Aufhellen in reinem Lavendelöl. 

11) Kanadabalsam. 

Sämmtliche Nervenfasern sind nun karminroth, die Ganglienzellen 
mit ihren Ausläufern aber tief-schwarz gefärbt. 

XXVI. Färbung der Achsencylinder nach Wolters. 

1) Härtung (in der Dunkelkeit) 24 Stunden lang in einer Lösung von 

schwefelsaurem Kupferoxyd \ . vM^vbi^Pr Mpu^p 
KaUumbichromat / ^^ ^eüebiger Menge 

50-proc. Spiritus, dem auf je 100 ccm 6 Tropfen Eisessig 
zugesetzt sind. 

2) Uebertragung für 24 Stunden in absoluten Alkohol. Einbettung 
in Celloidin. Schneiden. 

3) Uebertragung der Schnitte für 24 Stunden in eine Beize von 

Vanadium chloratum, 10-proc. 2 Theile 

Ammonium aceticum liquidum, 8-proc. 8 „ 

4) 10 Minuten langes Auswaschen in Wasser. 

5) Färben 24 Stunden lang, auf dem Paraffinofen, in 

Hämatoxylin 2,0 

Alkohol absolut, q. s. ad. solut. 
3-proc. Essigsäure 100,0 

6) Auswaschen in SO-proc, salzsäurehaltigem Spiritus, bis die 
Präparate einen hellblaurothen Ton haben. 

7) Entfernung der Salzsäure in schwachem Alkohol, Entwässerung 
in absolutem Alkohol, Origanumöl, Kanadabalsam. 

Ausser den Achsencylindern färben sich auch die Ganglienzellen 
und Gliaelemente. 

XXVn. Darstellung der Gliafasern. 

Die Gliafasern treten zum Theil bei der Nigrosinfärbung und bei 
der von GiEsoN'schen Methode deutlicher hervor. Sehr gut werden 
sie nach der Methode vou-Mallory (p. 108) gefärbt, die sich daher 
auch für Gliome, empfiehlt. Besonderer Erwähnung verdient dann 
namentlich auch die Modification der WEiGEßT'schen Fibrinfärbung von 
Beneke (s. p. 96). 

KuLTscHiTZKY hat folgende Methode angegeben: 

I. Härtung, 2 — 3 Monate lang, im Dunkeln in einer gesättigten 
Lösung VAN Kupfersulphat und doppelt chromsaurem Kali in 50-proc. 
Alkohol, dem V2"Proc. Essigsäure zugesetzt ist, dann Uebertragen in 
96-proc. Spiritus, ebenfalls im Dunkeln. 

II. Färben V2 Stunde lang oder länger in 

Rubin, patentsaures 0,25 Theile 

Essigsäure 2-proc. ] 

Pikrinsäui^elösung, gesättigte \ je 100 Theile. 
Alkohol 96-proc. j 

III. Auswaschen in 96-proc. Spiritus, absoluter Alkohol, Aufhellen, 
Kanadabalsam. 
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2) Uebertragen 20 Minuten lang in eine Mischung von 
1-proc. Goldchloridkaliumlösung 4,0 
2-proc. Osmiumsäure 1,0 

0,5-proc. Arsensäure 20,0. 

3^ Abspülen mit Wasser. 

4} Uebertragung in eine 1-proc. Arsensäurelösung, und in dieser 
bei 45^ auf dem Wasserbad bis 3 Stunden lang der Sonne 
exponirt. 
5) Airfhellen in einer Mischung von 

Glyzerin 40,0 

Wasser 20,0 

25-proc. Salzsäure 1,0 

Vielfache Anwendung hat in neuerer Zeit zur Darstellung der 
peripheren Elemente gefunden die zuerst von Ehrlich benutzte und 
später von den verschiedensten üntersuchem modificirte: 

Methode der Methylenblauinjection. 

1) In die Blutgefässe derjenigen Organe, in welchen man die Nerven- 
elemente färben will, injicirt man sofort oder wenigstens bald nach 
dem Tode eine vorher filtrirte 4-proc. Lösung von Methylenblau (am 
besten „rectificirtes Methylenblau zur vitalen Injection" von Dr. Grübler, 
Leipzig). 

Dann setzt man das betreffende Organ dem Einfluss der Luft aus 
und wartet ab, bis eine blaue Tinction sichtbar geworden ist, worüber 
man sich eventuell durch Anfertigung frischer Zup^räparate Gewissheit 
verschafft. 

2) Sobald überhaupt eine Färbung eingetreten ist, bringt man das 
Object zur Fixirung der Farbe in eine vor dem Gebrauch filtrirte, kalt 
gesättigte, wässerige Lösung von pikrinsaurem Ammoniak, oder wenn 
man Schnitte anfertigen will, in eine kalt gesättigte spirituöse Lösung 
von pikrinsaurem Ammoniak, für 20 Minuten bis 12 Stunden, je nach 
der Dicke des Stückes. Manchmal ist zur Fixirung noch geeigneter ein 
Gemisch von 

, pikrinsaures Ammoniak, gesättigte wässerige Lösung, 100 ccm 
1-proc. Osmiumsäure * 2 „ 

3) Die Schnitte werden entweder zwischen Amyloidleber, Hollunder- 
mark etc. (cf. p. 21) oder mit dem Gefriermikrotom angefertigt. 

Die Schnitte oder Zup^räparate werden eingelegt in eine Mischung 
von gleichen Theilen Glyzerin und Wasser, dem eine Spur von pikrin- 
saurem Ammoniak zugesetzt ist 

Wenn nun bei dieser Methode oft auch andere Gewebsbestandtheile 
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(Kittsubstanz, Nervenzellen, Blutkörperchen, Zellgewebe) mitgefärbt 
werden, so treten doch die Elemente des Nervensystems so deutlich 
hervor, dass eine Verwechslung unmöglich ist. 

Degenerative Vorgänge am • peripheren Nervensystem weist man 
durch Härtung in FLEMMiNG'scher oder MARcni'scher Lösung nach, durch 
welche die degenerirten Theile der Marksubstanz schwarz gefärbt werden. 

Zum Nachweis degenerativer Veränderungen am Achsencylinder 
empfiehlt Obersteiner in neuester Zeit wieder das von Platner ange- 
gebene Eis enchlorid-Dinitrore so rein verfahren. Dasselbe 
besteht in Folgendem: 

1) Härtung der Nervenstämmchen 1 bis mehrere Tage lang in 
einer Lösung von 

Liquor ferri sesquichlorat. 1,0 
Aqu. destillat. 4,0 

2) Auswaschen in Wasser, bis dieses keine Eeaction mit Ehodan- 
kalium mehr giebt. 

3) Uebertragen der Stückchen in eine Lösung von Dinitroresorcin 
in 75-proc. Spiritus im Ueberschuss, bis mehrere Wochen lang 
je nach der Grösse des Stückes. 

4) Entwässern, Einbettung, Schneiden. 

Durch die Verbindung des Eisens mit dem Dinitroresorcin nimmt 
der Achsencylinder eine smaragdgi'üne Farbe an. Es treten daher 
Veränderungen an ihm sehr deutlich hervor. 

Die Färbung gelingt auch an Präparaten, die in FiiEMMiNG'schem 
Gemisch oder in MüLLER'scher Flüssigkeit gehärtet sind. 

Sehorgan. 

Für sämmtliche Abschnitte des Auges kommt als Härtungsflüssig- 
keit nur MüLLER'sche Flüssigkeit und Flemming's Chromosmiumessig- 
säuregemisch in Betracht. — Die Aufbewahrung in MüLLER'scher Flüssig- 
keit ist sehr lange möglich. Sollen Theile des Bulbus genauer untersucht 
und dabei die gegenseitigen Lagerungsverhältnisse der einzelnen Theile 
möglichst erhalten werden, so ist Einbettung in Celloidin nothwendig. 
Unter Umständen kann hier eine vorherige Färlbung des Stücks mit 
Bismarckbraun (p. 38) oder BEALE'schem Karmin (p. 38) rathsam sein, 
damit die einzelnen Schnitte möglichst wenig mechanischen Insulten, 
welche den Zusammenhang lockern können, ausgesetzt sind. Man kann 
auch Paraffineinbettung anwenden. 

Zur Kernfarbung dienen Hämatoxylin und Alaunkarmin. Die Re- 
tina und der N. opticus werden mit den Methoden, die für das Central- 
nervensystem angegeben sind (p. 107), behandelt. In manchen Fällen 
sind Doppelfärbungen sehr zu empfehlen. 

Für die Untersuchung der Cornea kann man die Goldmethode von 
CoHNHEiM anwenden. Die dem eben getödteten Thiere entnommene 
Cornea wird für 5 Minuten in frisch ausgepressten und filtrirten Zi- 
tronensaft, dann auf 20 Minuten in 1-proc. Goldlösung übertragen und 
• schliesslich unter dem Einfluss des Lichts 3—4 Tage lang in Wasser, 
welches dui-ch Essigsäure ganz leicht angesäuert ist, gehalten. Ge- 
schnitten wird in Alkohol. 

Gehörorgan. 

Die Gewebe des Mittelohrs und des inneren Ohrs werden mit 
MüLLER'scher Flüssigkeit gehärtet; beim äusseren Ohr kann auch Al- 
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siehe p. 14. 

Zur Einbettung empfiehlt sich vor Allem Celloidin, da die bei 
Paraffineinbettung nöthige Erwärmung gerade fiir den Knochen manche 
Nachtheile mit sich bringt. 

Färbung mit Hämatoxylin; in vielen Fällen ist die Doppelfärbung 
mit Hämatoxylin und neutralem Karmin zu empfehlen; dieselbe giebt 
sehr schöne Präparate und übersichtliche Bilder, weil das neutrale 
Karmin den entkalkten Knochen, sowie osteoides, noch nicht verkalktes 
Gewebe roth färbt. Es ist aber, wenn diese Eeaction eintreten soll, 
ganz besonders darauf zu achten, dass die in Hämatoxylin gefärbten 
Schnitte, nachdem sie ausgewaschen sind, noch 12 bis 24 Stunden in 
Wasser liegen bleiben, bevor sie in die Karminlösung kommen. 

Die Grundsubstanz des verkalkten Knorpels, dessen Kalksalze aus- 
gezogen sind, färbt sich mit Hämatoxylin meist intensiv blauviolett. 

Unverkalkter Knorpel ist in seinem Verhalten gegen neutrales 
Karmin und Hämatoxylin incostant, doch kann man sagen, dass 
ruhender Knorpel sich im Allgemeinen besser mit Karmin, wuchernder 
nnd hypertrophischer Knorpel dagegen intensiver mit Hämatoxylin färbt 

Die Zellen des Knochenmarks treten namentlich bei Doppelfärbung 
mit Hämatoxylin und Eosin sehr scharf hervor. 

Zum Studium der Ablagerungsverhältnisse der Knochensalze und 
zum Nachweise kalkloser Knochenpartieen hat dann auch Pommee eine 
Methode angegeben, welche sich auf die Eigenthümlichkeit der Müllee- 
schen Flüssigkeit stützt, dass sie nicht nur bei länger dauernder Ein- 
wirkung auf die Knochen — durch ihre nur unvollständig entkalkenden 
sauren Salze — diese gut schneidbar macht, sondern hierbei auch den 
Unterschied zwischen den kalkhaltigen und kalklosen Knochenpartieen 
ausgeprägt und deutlich erhält, was bei in Säuren entkalkten Knochen 
nicht der Fall ist. Das Verfahren ist folgendes: 

Die Knochen bleiben so lange in MüLLEE'scher Flüssigkeit, bis 
sie mit einem scharfen Kasirmesser eben gut schneidbar geworden sind. 

Es hebt sich dann in den angefertigten Schnitten die verkalkte 
Knochensubstanz durch ihr homogenes. Aussehen scharf von den kalk- 
losen Knochenpartieen ab, welch letztere auf das dej^tlichste ihre fibriUäre . 
Structur hervortreten lassen. 

Durch Karmintinction wird dann das Auffinden kleiner kalkloser 
Knochentheile sehr erleichtert, und die Schnitte gewinnen überhaupt 
an Uebersichtlichkeit. 

Zur Färbung von Knochen, die in Säuren, z. B. in der v. Ebnee- 
schen Flüssigkeit, entkalkt sind, empfiehlt Pommes: 
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1) Dahlia in einer Lösung von 0,04 %o oder 

2) Saflfranin 0,10— 0,16%o oder 

3) Methylgrün OßO^jpo und mehr. 

In 12—18 Stunden färben sich diejenigen Partieen, die vor der 
Entkalkung kalkhaltig waren, ziemlich intensiv in einer der genannten 
Lösungen, und zwar mit Saffranin oder Dahlia mehr als mit Methylgrün. 

Die schon vor der Entkalkung kalklos gewesenen Partieen bleiben 
dagegen vollständig farblos und contrastiren so auf das deutlichste 
gegenüber den früher kalkhaltigen Theilen. 

Eine Färbung des Knochengewebes mit Saflfranin ist dann auch 
von ScHEFFEB in der folgenden Weise empfohlen worden : . 

1) Entkalkung in Salpetersäure oder salzsäurehaltiger Kochsalz- 
lösung. 

2) Färbung in wässeriger Saflfraninlösung 1 : 2000, ^/a — 1 Stunde 
lang. 

3) Abspülen in Wasser. 

4) Uebertragen in 0,1-proc. Sublimatlösung. 

5) Glyzerinuntersuchung. 

Ein Contact der Präparate mit Alkohol ist möglichst zu vermeiden. 
Will man deshalb die Schnitte als Dauerpräparate aufheben, so zieht 
man sie nach der Sublimatbehandlung nur flüchtig durch Alkohol und 
entfernt dann das Wasser zum grössten Theil durch Aufdrücken von 
Fliesspapier ; der Rest wird durch langes Einlegen in Bergamottöl ent- 
fernt. Dann in Kanadabalsam. 

Die SHABPEY'schen Fasern kann man an unentkalkten Schnitten 
durch Behandlung mit 15-proc. Kochsalzlösung oder concentrirter Salz- 
säure sichtbar machen. 

Zur Färbung macht man nach Kölliker die Schnitte zuerst in 
concentrirter Essigsäure durchsichtig, und färbt sofort Vi — 1 Minute 
lang in unverdünnter Lösung von Indigokarmin. Auswaschen in Wasser, 
Einbettung in Glyzerin. 

Auch nach der modificirten WEiGERT'schen Fibrinfärbungsmethode 
von Beneke lassen sich die SnARPEY'schen Fasern darstellen. 

Um die H ö h 1 e n und Kanälchen des Knochens bis in ihre feinsten 
Verzweigungen sichtbar zu machen, verföhrt man nach v. Eeckling- 
HAüSEN folgendermaassen: 

Die Knochenschnitte werden mit Alaunlösung behandelt, z. B. 
durch Färben in einer stark alaunhaltigen Lösung von Alaunkarmin, 
und dann in Glyzerin oder Alaunglyzerin eingeschlossen. Auf diese 
Weise füllen sich die Kanälchen mit Kohlensäure, welche durch den 
säureartig wirkenden Alaun, oder auch durch saures Glyzerin aus 
dem kohlensauren Kalk des Knochens frei gemacht wird. 

Man kann aber die Kanälchen auch dadurch sichtbar machen, dass 
man sie mit einer Farbstoff lösuug füllt, z. B. nach der Methode 
von Zimmermann: Dünne Schliffe werden in Xylol entfettet und gut 
getrocknet, in einer gesättigten alkoholischen Farbstoflflösung mehrere 
Minuten lang gekocht und dann zum Trocknen 2—3 Tage lang auf 
die beiden Schenkel einer Pincette derartig aufgelegt, dass beide 
Flächen noch mit Farbstofflösung bedeckt sind. Schliesslich wird der 
überflüssige Farbstoff vorsichtig mit einem Skalpell abgeschabt, das 
Präparat noch einmal in Xylol geschliffen, abgepinselt und in Xylol- 
kanadabalsam eingelegt. 

In seltenen Fällen kann man sich zur Untersuchung pathologisch 
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lassen sich schlecht anfertigen, wenn man nicht in Celloidin einbettet. 
Färbung der Muskeln namentlich mit Pikrokarmin (p. 37), welches das 
Protoplasma gelb färbt. Ausserdem Hämatoxylin, Alaunkarmin ; Doppel- 
färbungen mit HämatoxyKn und Karmin oder Eosin. Auch Pikrinsäure 
(s. p. 41) eignet sich zu Doppelfärbungen, 

Männlicher nnd weiblicher Geschlechtsapparat. 

Härtung voi'zugsweise in MüLLEE'scher Flüssigkeit. Einbettung 
in Celloidin, namentlich bei Ovarien und Placenta. 

Die Untersuchung von Schleimhautpartikeln aus 
dem Uterus auf Carcinom nimmt man am besten in der Weise 
vor, dass man die Stückchen in Alkohol härtet und in Celloidin ein- 
bettet. Es ist dann rathsam, gleich mehrere Stückchen auf einen Kork 
aufzukleben und zusammen zu schneiden. Man erreicht das sehr gut 
mittels der durch Umhüllung des Korks mit Papier hergestellten 
Schachteln (s. p. 18), und kann dann in einem Präparat gleich mehrere 
Schnitte von verschiedenen Stellen untersuchen. 

Es erleichtert und beschleunigt das die Untersuchung sehr, weil 
oft nicht gleich das erste Stückchen, welches man einzeln schneidet, 
eine zur Untersuchung geeignete Stelle enthält, und weil man so viel 
mehr Wahrscheinlichkeit hat, auch Schnitte zu treffen, in denen ausser 
der eigentlichen Schleimhaut noch die oberflächliche Lage der Muscularis 
mit enthalten ist. Die Färbung geschieht in diesen Fällen einfach mit 
Hämatoxylin. 

In äJinlicher Weise untersucht man Deciduafetzen und Pla- 
centareste. 



Fünfzehntes Capitel. 

Mikroskopische Untersuchungen zu gerichtlichen Zwecken. 

Untersuchung von Blntspnren. 

Handelt es sich um die Frage, ob irgendwie zur Untersuchung 
kommende Flecke auf Holz- und Metallgegenständen, auf Kleider- 



^ ) Vergl. ScHAFFER : Die Methodik der histologischen Untersuchung 
des Knochengewebes. Zeitschr. f. w. Mikrosk. Bd. X, p. 167. 
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ob die betreffende Blutspur vom Menschen resp. Säuge 
einer anderen Thierart stammt. 

Die menschlichen Blutkörperchen sind grösser als 
thiere. Sie haben einen Durchmesser von 0,0077 mm 
stehen ihnen in der Grösse die des Hundes, dann fol| 
Schwein, Eind, Pferd, Katze und schliesslich Schaf. 

Messungen mit dem Mikrometer, die jedoch, um e 
sultat zu erhalten, an möglichst vielen Blutkörperchei 
werden müssen, gestatten dann einen Wahrscheinlich] 
die gefundenen Blutkörperchen menschlichem Blut en 
nicht. Eine sichere Entscheidung ist nicht möglich, 
körperchen sehr rasch Veränderungen in ihrer Grösse 
gehen. Sind die Blutspuren älter, so kann man ebe 
Blutkörperchen in ihnen nachweisen, die in ihrer chi 
Form erhalten sind. 

Es genügt aber dann zum Nachweis gewöhnlich ni< 
Kochsalzlösung, sondern man muss andere Zusatzflüssigke 
Unter diesen empfiehlt sich: 

1) Die 30-proc. Kalilauge, bei deren Anwen 
vor einer Verdünnung mit Wasser sorgfältig zu hüten 

2) Flüssigkeit von Koussin: 

Glyzerin 3 Thl. 

conc. Schwefelsäure 1 „ 

3) Modificirte PACiNi'sche Flüssigkeit: 

Sublimat 1,0 
Kochsalz 2,0 
Glyzerin 100,0 
Wasser 300,0. 
Man verfährt bei der Anwendung dieser Flüssigkeit 
dass man von dem betreffenden Fleck etwas abschabt, od 
um Flecken auf Kleidern, Stoffen etc. handelt, fetwas dav 
den Objectträger bringt und dann die betreffende Zusai 
setzt. Man beobachtet dann direct unter dem Mikro 
barwerden der Blutkörperchen, weil dieselben nach und 
Einweichungsflüssigkeiten verändert werden. 

Auf Grössenunterschiede in den Blutkörpern lässl 
bei alten Blutspuren, wo die Blutkörperchen noch 
schrumpft sind, viel weniger geben als bei der Untersi 
Blutflecken. 

Zu hüten hat man sich besonders vor der ^ 
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126 Untersuchung der Haare. 

Sporen einiger Schimmelpilzarten. Diese letzteren sind aber sehr resistent 
gegen Säuren und Alkalien. 

II. Viel sicherer ist der Nachweis des Blutfarbstoifs durch Dar- 
stellung der Häminkrystalle. 

Das Hämin oder salzsaure Hämatin ist ein Derivat des Hämoglobins. 
Nach ihrem ersten Entdecker bezeichnet man die HäminkrystaUe auch 
als TEicHMANN'sche Blutkrystalle. 

Zu ihrer Darstellung aus eingetrocknetem Blut verfährt man fol'- 
gendermaassen : 

Befinden sich die Flecken auf harten Gegenständen, z. B. Holz, so 
werden sie sorgfältig abgeschabt und die rothe Masse auf einem Ob- 
jectträger oder in einem flachen Uhrschälchen gesammelt und in einer 
geringen Menge destillirten Wassers aufgelöst. 

Von Flecken in Leinwand oder anderen Stolfen schneidet man 
besser kleine Stückchen aus, legt sie auf Objectträger und zieht mit 
wenig destillirtem Wasser aus. 

Nach Entfernung der ausgezogenen oder ausgepressten Gewebs- 
stücke sowie etwaiger Verunreinigungen lässt man das mehr oder 
weniger roth gefärbte Wasser eintrocknen, setzt dann ein stecknadel- 
kopfgrosses Tröpfchen 0,6-proc. Kochsalzlösung zu, breitet es über 
die Oberfläche aus und lässt es wieder eintrocknen. Ist dies ge- 
schehen, so kratzt man die angetrocknete Masse mit einem Scalpell 
etwas auf und trägt mit einem Glasstab reinen Eisessig — bei ver- 
dünnter Essigsäure gelingt die Probe nicht sicher — mt, deckt mit 
einem Deckgläschen zu imd erwärmt über einer Spiritusflamme, bis 
der Eisessig Blasen bildet. Durch fortgesetztes gelindes Erwärmen 
wird danach der Eisessig verdampft, und es scheiden sich bei seiner 
Verflüchtigung die braunen Häminkrystalle aus. Je langsamer das 
Verdampfen des Eisessigs vor sich geht, desto grösser werden die 
Häminkrystalle. Es empfiehlt sich daher, das Verdampfen unter dem 
Deckglase zu bewirken. 

Die Häminkrystalle sind in Wasser vollständig unlöslich, ebenso in 
Aether und Alkohol. Sie sind schwer löslich in Ammoniak, verdünnter 
Schwefelsäure und in Salpetersäure, leicht löslich in Kalilauge. Sie 
stellen kleine rhombische Täfelchen dar. 

Die Beimengung fettiger Substanzen hindert oft die Entstehung der 
Häminkrystalle ; man thut dann gut, den Fleck vorher mit Aether zu 
behandeln. 

Auch die Beimengung von Eost auf eisernen Instrumente kann 
die Darstellung der Häminkrystalle verhindern. 

Untersuchung der Haare. 

Bei der gerichtsärztlichen Untersuchung von Haaren kann es sich 
zunächst um die Frage • handeln, ob die vorliegenden Haare 
vom Menschen oder vom Thiere stammen. 

Für die differentielle Diagnose ist mikroskopisch Folgendes maass- 
gebend : 

1) Die äusserste Schicht des Haares, die Cuticula, besteht aus feinen 
Epidermisschuppen , die dachziegelartig übereinander liegen und mit 
ihren Spitzen alle nach dem freien Ende des Haares sehen. Wenn man 
diese Zellen nicht ohne weiteres deutlich sehen kann, so setzt man 
verdünnte Salpetersäure zu. Bei den meisten Thieren sind die Zellen der 
Cuticula viel grösser als beim Menschen, so dass sie viel deutlicher 
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hervortreten. Ausserdem stehen die Cnticulaschuppen bei vielen Thieren 
viel mehr ab und geben daher dem Haare ein viel ausgesprochenes 
gezähntes Aussehen als beim Menschen. 

2) Die mittlere Schicht oder die Eindensubstanz besteht aus lang- 
gestreckten Homzellen. Man kann dieselben durch Zusatz von ver- 
dünnter Salpetersäure ebenfalls deutlicher hervortreten lassen. 

Die Eindensubstanz prävalirt beim Menschen an Breite sehr gegen- 
über der innersten Schicht der Marksubstanz ; beim Thier findet gerade 
das umgekehrte Verhalten statt. 

3) Die zellige Structur der Marksubstanz ist beim Menschen nur 
sehr undeutlich, beim Thiere dagegen sehr in die Augen fallend. 

Beim Menschen fehlt die Marksubstanz häufig, namentlich auf ein- 
zelne Strecken, beim Thiere nur sehr selten, und dann immer nur an 
ganz vereinzelten Haaren. Selbstverständlich muss man das Haar in 
seiner ganzen Länge untersuchen. 

Für die Entscheidung der Frage, ob Haare vom Menschen oder 
Thiere stammen, empfiehlt es sich in jed^m einzelnen Falle, zum Ver- 
gleich sowohl menschliche Haare wie solche von den gewöhnlichen in 
Betracht kommenden Thierarten zu untersuchen. 

Bezüglich der Körperstelle, von der zur Unter- 
suchung kommende Haare stammen, ist zu bemerken, dass 
Barthaare am dicksten zu sein pflegen, mit 0,14—0,15 mm im Durch- 
messer, dann folgen der Eeihe nach die weiblichen Schamhaare, die 
Haare der Augenlider, die männlichen Schamhaare, die männlichen 
Kopfhaare und schliesslich die weiblichen Kopfhaare mit etwa 0,06 mm 
Durchmesser. Dass hierbei sehr beträchtliche individuelle Unterschiede 
vorkommen, darf bei der Untersuchung nie vergessen werden. Dazu 
kommen die sehr erheblichen Altersunterschiede, da die Haare der 
Neugeborenen bedeutend dünner sind als die älterer Kinder und nament- 
lich von Erwachsenen. 

Die Haare der Neugeborenen enden in einer Spitze. Ebenso sämmt- 
liche Haare, die in ihrem natürlichen Wachsthum durch keine Insulte : 
Schneiden, Druck der Kleidung, Maceration durch Schweiss etc. gestört 
wurden. Verschnittene Haare zeigen im Anfang eine scharfe, quere^ 
später eine mehr abgerundete Trennung. 

Ausgerissene Haare zeigen eine in der Eegel nach unten 
offene, kolbige Wurzel, mit Eesten des Haarbalgs; ausgefallene Haare 
besitzen eine nach unten geschlossene, glatte, atrophische Wurzel. 

Für die Frage, ob bestimmte Haare einem bestimm- 
ten Individuum entstammen, kommen namentlich Vergleichs- 
untersuchungen zur Anwendung, wobei auf die Dicke des ganzen Haars^ 
sowie seiner einzelnen Schichten, auf die Farbe etc. zu achten ist. 
Dabei kann es von Nutzen sein, die Form und Beschaffenheit der 
Querschnitte der zu untersuchenden Haare mit einander zu ver- 
gleichen. Solche Querschnitte kann man zwar auch so anfertigen, dass 
man auf einer festen Unterlajge feine Schnitte mit dem Easirmesser 
macht; viel empfelüenswerther ist aber die Einbettung in Paraffin 
(cf. p. 18). 

Untetsuchung von Samenflecken. 

Wenn es sich um die Untersuchung von Flecken auf das Vorhanden- 
sein von Spermatozoen handelt, so versucht man zunächst, ob sich von 
den auf ihrer Unterlage mehr oder weniger fest anhaftenden Flecken 
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In diesem letzteren Falle kann man die Untersuchung auch sofort 
auf dem Objectträger vornehmen, indem man von dem betreffenden Stoff 
ein kleines Partikelchen in Wasser zerzupft; es ist aber auch bei dieser 
Untersuchungsmethode eine vorherige Aufweichung des Fleckes dringend 
zu empfehlen. 

Wenn man Spermatozoen gefunden hat, so kann man in der be- 
kannten Weise Deckglastrockenpräparate herstellen und mit neutralem 
Karmin oder mit Fuchsin färben. Auch Doppelfarbung mit Hämato- 
xylin und Eosin giebt gute Bilder. 

Unger empfiehlt ganz besonders Färbung (1 bis mehrere Stunden 
lang) in folgender Färbungsflüssigkeit: 

Methylgrün 0,15-0,3 

Wasser 100,0 

Salzsäure 3 Tropfen. 

Diese Flüssigkeit kann einerseits als Erweichungsflüssigkeit für den 
zu prüfenden Stoff dienen; es wird dann direct unter dem Mikroskop 
untersucht: sie^ kann andererseits aber auch noch zur Färbung der 
Deckglastrockenpräparate angewandt werden. Der hintere Theil des 
Kopfes wird intensiv dunkelgrün, der vordere Theil hellgrün, das 
Mittelstück und der Schwanz heller als das hintere Kopfstück. 

üntersachung von Deciduaresten. 

Da die Decidua graviditatis durch ihre grossen, polygonalen 
oder mehr rundlichen Zellen sich von allen sonst in Betracht kommenden 
Gewebsbestandtheilen in charakteristischer Weise unterscheidet, so kann 
ihre Untersuchung bei Verdacht auf stattgehabten Abort nothwendig 
werden. 

Man untersucht entweder frisch an Zup^räparaten, oder besser 
nach vorheriger Härtung in Alkohol an kleinen Schnitten. Diese lassen 
sich aus freier Hand herstellen; auch kann man sie in einem Cylinder- 
mikrotom mit Paraffin umgiessen (cf. p. 25) und dann schneiden. Ebenso 
kann man zwischen frischem HoUundermark oder gehärteter Leber 
(cf. p. 21) schneiden. 

Zur Färbung dient am besten Hämatoxyli©. 
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TRANSLATOR'S PREFACE. 



In presenting this version of Dr. Friedlaender's valu- 
able treatise to the American Student and practitioner, I 
deem it advisable to add a word in explanation of what 
I have endeavored to accomplish. 

The translation was entered upon in 1884, but from 
various causes its completion has been delayed until the 
present time. However, by thus devoting to the work a 
much greater amount of time than would have been 
required for a merely literal rendering of the original, I 
have been enabled to carefully elaborate portions of cer- 
tain chapters, where such elaboration seemed likely to 
enhance the practical value of the manual in its new field. 

Chapter I., treating of the stand and its various acces- 
sories, has been largely rewritten, and has been completed 
by the addition of a list of American and foreign manu- 
facturers, which includes the descriptions and prices of 
their latest complete Student microscopes. An illus- 
trated article on the comma-bacillus of Asiatic cholera, 
treating of the morphology, cultivation, staining, and 
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iv TRANSLATOR' S PREP ACE, 

examination of this specific microbe, has also been 
inserted, and will be found to embrace the results of the 
most recent investigations of this all-important subject. 
And, finally, numerous foot-riotes have been added 
throughout the work, which were planned to render as 
clear and comprehensive as possible, the various views 
and suggestions of the author. 

I have thus laid stress upon some of the distinc- 
tive features of my work ; since, while it has been passing 
through the press, my attention has been called to another 
translation of Dr. Friedlaender's volume, which has just 
appeared, and which, though begun at a later date, was 
apparently prepared in ignorance of the fact that I had a 
translation under way. Without attempting any criti- 
cism of this competing edition, it is not out of order, I 
think, to point out the fact that it represents only a literal 
Version ; the translator not having thought it necessary, 
as I have done, to add any material or notes to the origi- 
nal work, either for the purpose of considering one of 
the most absorbing topics of the present day, or of 
adapting it to the special requirements of the American 
Student. 

S. Y. H. 

164 Franklin Street, BuffALO, N. Y., 
Ociober, 1885. 
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AUTHOR'S PREFACE. 



The author has frequently been requested to write a 
Short description of the methods employed in microscopi- 
cal investigations of a diagnostic or pathological nature ; 
and this little work is the outcome of a determination to 
accede to the wishes of his friends. The subject, which 
was an extremely simple one as late as the seventh dec- 
ade of the present Century, has gradually grown more 
complicated, and, in many respects, has undergone very 
marked improvement and refinement. 

A large share of the surprising progress made during 
the last few years, particularly in the field of vegetable 
parasites, results directly from these improvements in 
technology. 

If, then, every one, who wishes simply to comprehend 
the advance of pathology, must learn the later methods, 
this is especially true of one who desires, personally, to 
make microscopical examinations for professional pur- 
poses. 

Thus far a comprehensive exposition of the recent im- 
provements in the field of pathological investigation has 
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been wanting, though painfully missed ; and this little 
volume tends to fill up the gap. 

The relatively greater attention given to the articles on 
schizomycetes (bacteria) will surely meet with general 
approval. 

In several instances the diagnostic and prognostic 
significance of phenomena might have been further 
elaborated ; as has been done in the consideration of the 
bacilli found in the Sputa of tubercular patients, and in 
differentiating between erosion and Carcinoma of the 
cervix uteri. 

May the little book fulfil its mission, and prove a 
trusty guide to the Student, who is beginning his studies 
in a field as enticing as it is difficult ; and, it may be, the 
more experienced investigator will also find a useful hint, 
here and there. 

CARL FRIEDLAENDER. 

City Hospital, Berlin, 
August^ 1882. 
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PREFACE TO SECOND EDITION. 



After the lapse of a comparatively short time, a second 
edition of this little work has become necessary ; and I 
have assumed the labor of searching out and adding to 
the text such new matter, as would really tend to enhance 
its Utility. 

Besides this, and in response to the expressed wishes 
of many, I have added a colored plate, illustrating the 
most important and characteristic pathogenic schizomy- 
cetes. For the drawings, I am indebted to my esteemed 
friend and co-worker, Dr. Gram, of Copenhagen. They 
all represent an enlargement of i,ooo diameters. 

THE AUTHOR. 

Berlin, ApriU 1884. 
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EXPLANATION OF PLATE. 



Fig. X — Represents an enlargement of 600, the others of i ,000, 
diameters. 

Fig. I — Rows or chains of micrococci, from pus, 

Fig. II — Tubercular bacilli, from the juice of a miliary tubercle. 

Fig. III — Bacilli of typhoid fever, from a Peyer's patch. 

Fig. IV — Spirilla, from the blood of relapsing fever. 

Fig. V — Small rods and filaments, from the blood of anthrax. 

Fig. vi — Various forms of bacteria found in the saliva. 

Fig. VII — Pus-corpuscles, with aggregations of micrococci, from 
the secreiion of gonorrhoea. 

Fig. VIII — Capsulated micrococci of pneumonia. 

Fig. IX — Micrococci of erysipelas, from a section of the cutis. 

Fig. X — Comma-bacilli of Asiatic cholera. Object-glass prepara- 
tion, from bouillon cultivation. a, Long, screw-shaped threads ; 
b^ the 5-shaped forms. 



Digitized by 



Google 



Digitized by 



Google 



M icROSCOPiCAL Technology. 



I. THE MICROSCOPE. 

The principal rule to be observed in the selection of a 
microscope, is, that the lenses and stand should be fault- 
less. One should not permit a somewhat lower price to 
betray him into the purchase of an Instrument of inferior 
quality; for, the majori ty of the objects which we are 
called upon to examine are so difficult, from their deli- 
cacy of contour, etc., that only under the most favorable 
conditions do we succeed in bringing them into view in 
a satisfactory way, and without great loss of time. 

Accordingly, one should, at the Start, select an instru- 
ment from a well-known, reliable house. In case the 
lenses, or other portions of the apparatus, do not satisfy 
all reasonable demands, they should be immediately 
retumed ; as nothing is more unpleasant than a lasting 
struggle with an imperfect microscope. But, on the 
other hand, it is by no means necessary to purchase, 
at the outset, the most powerful objectives, as these, in 

I 
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2 MICROSCOPICAL TECHNOLOGY, 

particular, enhance the price of the instrument ; but the 
beginner should rather employ lenses of low and medium 
power ; /. e, with an amplifying capacity not to exceed 
300 diameters. The manipulation of stronger objec- 
tives is attended with so many difficulties, and demands 
such a painful degree of accuracy, that a preliminary 
training in the practical use of moderate powers, for a 
considerable period, is decidedly advisable. 

I. — The Stand. AbbiS's Apparatus. 

The stand must be so arranged, that objectives of the 
highest power may be employed ; the stage should be 
large, solid, stiff, and provided with a roomy aperture, 
through which, the diaphragm having been removed, a 
transverse section of the spinal cord, for example, could 
be examin ed in toto under a low power ; and, in par- 
ticular, the movement of the fine-ädjustment screw 
should be sufl&ciently delicate. As a rule, provision for 
the inclination of the body is superfluous. 

The cylindrical diaphragms — the revolving variety is 
[ess perfect — should, as a matter of course, be accurately 
centered and easily changed. When inspecting unstained 
objects with lenses of considerable magnifying power, 
diaphragms with small openings are employed, in order 
to secure sharp definition; while, for low powers, a wide- 
apertured diaphragm is usually necessary for the com- 
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THE MICROSCOPE, 3 

plete inspection of the field. In all cases, a condenser, 
or the Abb^ apparatus, is desirable ; while, indeed, for 
the study of bacteria,* it becomes a necessity. 

The rays of light, which are reflected by the minor 
upon the lens of the condenser, are so refracted by it, 
that they all come together at one point, the focus, which 
exactly coincides with the position of the object. In 
this way the object receives from below an enormous 
amount of light, — not, indeed, a bündle of approximately 
parallel rays merely, as in the usual examination with a 
diaphragm of small aperture, but a complete cone of the 
greatest possible angle of aperture, at the apex of which 
the object is placed. Thereby the fine contours of a 
transparent object, as far as they depend upon differences 
in refractive power, are wellnigh completely lost, — 
wiped out, as Koch expresses it. 

The colored portions of the object, however, which 
were before partially or wholly masked by the contours 
of the colorless parts, stand out all the sharper (Isolirung 

♦ Prof. Nägeli, of Munich, in his work upon " The Inferior Fungi, 
and their Role in Infectious Maladies," separates those varieties which 
produce decompositions into three groups : first, the Mucorini, or 
mould fungi ; second, the Saccharomycetes, or budding fungi, which 
produce the fermentation of wine, beer, etc. ; and, third, the Schiz- 
omycetes, or fission fungi, which produce putrefactive processes. As 
the last correspond to our Bacteria^ I shall hereafter Substitute the lat- 
ter populär, and more familiär, term for the Schizomycetes of the 
original text.— S. Y. H. 
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4 MICROSCOPICAL TECHNOLOGY, 

des Farbenbildes — Koch) ; and, hence, by examining 
with the open condenser, it is often possible to recognize 
deeply stained micro-organisms or other minute colored 
bodies, which, with the ordinary Illumination, are ob- 
scured by the structural details of the object, and appear 
indistinct, or even irrecognizable. 

The Abb^ condenser has an angular aperture of 
120° ; while the older forms have usually a much 
smaller angle, and, hence, prove unsatisfactory. Under 
the lens of the condenser is a carrier, into which may 
be inserted diaphragms, having apertures of various 
sizes and shapes. When a diaphragm of small aperture 
is employed, the illumination is, naturally, quite similar 
to that obtained through a cylindrical diaphragm having 
a small opening. When no diaphragm is used, the 
greatest volume of light is obtained, and the condenser 
is Said to be open, The remaining complicated appoint- 
ments of the Abb^ apparatus are, thus far, of little value 
for our purposes. The use, then, of the illumination 
afforded by the open condenser in the examination of all 
stained preparations, is attended with great profit ; in- 
deed, it becomes indispensable in many difficult investi- 
gations ; and we owe much to Koch for its introduction.* 

In selecting a stand, therefore, care should be taken to 

♦ R. Koch : " Untersuchungen für Aetiologie der Wundinfections- 
krankheiteA. Leipzig, 1878. 
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THE MICROSCOPE, 5 

see that a well-made condenser of large angular aperture, 
o.r an Abb^ apparatus, is, or at least can be, adjusted to 
it. The beginner, however, can do perfectly well with- 
out this accessory, as, practically, it is only employed for 
the finer investigations with high powers.* 
2. — Objectives. 
In selecting these most important adjuncts of the mi- 
croscope, one should obtain : 

1. An objective of low power, having an equivalent 
focus of one inch, and affording an enlargement of 
about 30 diameters with a medium eye-piece, — to be 
used for the inspection of large sections from the brain, 
cord, liver, and kidneys ; in searching for trichinae, etc. 

2. One of medium low power, or \ inch equivalent 
focus, and magnifying from 60 to 80 diameters ; 

3. A moderately high power, having an equivalent 
focus of \ inch, with which an enlargement of 400 
diameters may be obtained ; and, 

* Among the many and excellent sub-stage condensers, manufactured 
in this country, none are more worthy of special mention, both for 
general efficiency and moderate price, than Prof. E. Abbe's New 
lUnminating Apparatus, as constructed by J. Grunow, of New York 
City, and that supplied by the Bausch and Lomb Optical Co., of 
Rochester, N. Y. Both may be employed either dry or with water- 
immersion, and are fumished in similar mountings for $22.00. By 
employing an adapter, either with or without a centering adjustment, 
objectives may be made to serve as condensers with good efifect ; 
though, as a matter of course, their ränge is comparatively limited. — 
S. Y. H. 
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6 MICROSCOPICAL TECHNOLOGY, 

4. A quite powerful Immersion lens, equivalentfocus 
^5 — jig- inch, — ^to be employed in investigations of a 
finer sort.* 

Of these, Nos. 2 and 3 are most used in our work. 

Immersion objectives are employed when strong magr 
nifying power is a desideratum, and their proper manipu- 
lation requires a certain amount of care and practice ; 
as we Said before, the beginner had better do without 
them for a time. 

A complete elucidation of the advantages obtained by 
immersion, would call for a more or less elaborate dis- 
cussion of light, and the laws which govem it ; but the 
foUowing will, probably, suffice for our purpose : — 

In passing through a cover-glass, the perpendicular, or 
axial, ray of the pencil, which diverges from any point 
of an object beneath, is not deflected from its course ; 
while oblique rays are refracted to a degree proportional 
to their primary deviation from the axial ray, and, when 
traced backwards, seem to emanate from points which 
successively approach the under surface of the cover. 

*The permanent objective-systems are variously designated. On 
the Continent, the opticians usually employ arbitrary marks, — as nu- 
merals, which increase with the strength of the combination, or letters, 
variously arranged ; while ia England and America, the objectives, 
both dry and immersion, are rated according to the focal distances of 
simple lenses of like strength. Thus a J-inch combination of lenses, 
or objective, corresponds in strength with a simple lens having a like 
focal distance. — S, K. H, 
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This apparent upward displacement of the object, 
which is called negative aberraUoriy thus increases with the 
obliquity of the rays, and, as will readily be appreciated, 
affects the precision of the image formed by an objective 
more and more, as its capacity for transmitting oblique 
rays is increased. 

If, now, we call the angle, formed by the most diver- 
gent rays which can pass from any point of an object 
throügh the front lens of an objective and take part in 
the formation of an image, the angle of aperture of that 
objective, it is clear that, in order to retain the distinct- 
ness of the image, this angle must either be very small, 
or the " negative aberration " must be corrected. Low 
and medium powers, therefore, are perfectly corrected, 
at the outset, for covers of average thickness, and even 
objectives of high power and large angular aperture 
(focus ^ inch, ang. aper. 130°) are made to perform 
excellently, by correcting them for cover-glasses of 
a Standard thickness, supplied by their makers; 
though, for objectives of less than ^-inch focus, the 
immersion System is preferable. In objectives of the 
best quality, however, the component lens-systems are 
so mounted, that, by turning a graduated screw-collar, 
a rectilinear movement is imparted to the posterior Sys- 
tems, whereby their distance from the end, or front, lens 
is varied ; and, as opposite aberrations have been given 
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8 MICROSCOPICAL TECHNOLOGY, 

to the former and latter Systems, by over- and ünder- 
correcting them, such an excess of positive aberration 
may easily be given to the whole combination by ap- 
proximation, as shall neutralize the negative aberration 
occasioned by the cover-glass. 

However, the necessity for this accurate cover-correc- 
tion is greatly lessened by the introduction of a layer of 
water between the cover-glass and the front lens of the 
objective (Water-immersion) ; as the rays are refiticted 
less in passing from the cover-glass into tliat fluid than 
into air, and the negative aberration is correspondingly 
diminished. 

Then, too, rays of the same obliquity suffer much less 
loss by reflection, in passing into the marginal portion of 
the lens from water. Hence, the advantages in favor of 
water immersion — the angular aperture being the same — 
are, lessened negative aberration, increased light, and 
greater working distance between the objective and the 
object. 

But these advantages are all increased, if we Substitute, 
for the water, a fluid having the same refractive and dis- 
persive power as crown-glass ; in which case, even the 
most oblique rays pass from the cover to the convex 
back-surface of the front lens of the objective without 
refraction, dispersion, or any material reflection. Such 
an arrangement is called homogeneous immersion^ or, as 
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oil is the medium generally employed, oil immersion. The 
fluids used are oil of cedar-wood, or a mixture of oil of 
fennel and castor oil ; while, lately, a Solution of chloral 
hydrate in glycerine has been recommended. This Sys- 
tem of " homogeneous immersion *' enables us to realize 
all the advantages due to large angular aperture, such as 
increased brilliancy of the image and greater resolving 
power ; while the objectives themselves are the master- 
pieces of our opticians, and shed lustre upon the names 
of Abb^, Zeiss, and Stephenson, to whose labors they 
chiefly owe their introduction. Though usually deemed 
superfluous, adjustable mountings should be employed 
for these objectives, when exactitude is required ; inas- 
much as variations in the refraction of cover-glasses, in 
the immersion fluid, in tue length of tube, as well as 
change of eye-pieces, etc., seriously affect their useful- 
ness. The use of an oil-immersion objective is attended 
with difficulties, even in the hands of an expert. 

When employing a water-immersion lens, one soon 
learas the proper size of the drop of distilled water, 
which is to be placed upon the cover-glass, or front lens 
of the objective, with a glass rod or cameFs-hair brush ; 
and he should take care that it does not flow over the 
edge of the cover, and mingle with the fluid underneath 
— an accident which cannot, of course, occur in the case 
of preparations already mounted for preservation. A 
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fine capillary tube will remove the water-drop from t**^ 
Cover ; while a vigorous wiping is required to free its 
surface from oil. For the most part, however, it suffices 
to remove tmly the superfluous oil ; and this may be ac- 
complished by passing fine blotting-paper lightly over the 
surface of the cover-glass. 

3. — Eye-pieces and other Accessories. 

Two Eye-pieces are generally employed : a shallow, or 
weak, one, for orSinary use ; and a deep, or more power- 
ful, one, for special cases. An eye-piece micrometer 
should be fitted for use with either eye-piece. 

Among the accessories, supplied by dealers in micro- 
scopical apparatus, are : — 

1. The Nose-piece, or Revolver, for the rapid change 
of objectives.* 

2. A Drawing Apparatus, or Camera Lucida. That 
known as Oberhäuser's is one of the best.f 

* M. "i^Vif^ti^s porte-objectiff or objective-carrier, promises well as a 
Substitute for the nose-piece, it being simple, effective, and of moder- 
ate cost.— -S. Y. H. 

t Excellent prism Camera Lucidas are supplied by all leading 
opticians, and Granow's new model may be mentioned as an admira- 
ble type of this class. However, where the price of such instruments can- 
not be afiforded, Beale's Neutral Tint Reflector, which is both efficient 
and cheap, may be commended ; or the microscopist may easily make 
for himself a useful modification of Beale's reflector, by taking a flat 
cork aböut i\ inches in diameter, cutting a hole through it large 
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THE MICRO SCOPE. II 

3. A Polarizing Apparatus. 

4. A Micro-spectroscope. 

5. A Warming-stage, either Schultze's or Stricker's. 

6. A Stage Micrometer. 

Complete Student Microscopes, 

For the convenience of the reader we shall now men- 
tion a few approved combinations, of moderate price, 
which, as they suffice for general histological work, for 
the examination of the urine, etc., will be most apt to 
meet with the requirements of both students and practi- 
tioners of limited means. The method by which coarse 
adjustment is effected, — whether it be by sliding the main 
tube through a sleeve, by imparting a spiral jnotion to it, 
or by means of the rack and pinion, — is given in each 
instance. 

The Bausch and Lomb Optical Co., Rochester, N. Y. 
(1885) : 

Harvard Microscope (sliding tube), with two eye- 
pieces (A and C), and two objectives (i in. and \ in.), in 
an upright, or horizontal, polished case, $45.00. 

Model Microscope (rack and pinion), with one eye- 
piece, two objectives (i in. and \ in.), camera lucida, 

enough to enable it to replace the cap of the eye-piece, and making a 
transverse slit beneath the aperture, which shall receive a thin cover- 
glass at an angle of 45* with the axis of the cork. — S. Y. H. 
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12 MICROSCOPICAL TECHNOLOGY. 

pliers, slides, and covers, in a completely furnished, 
upright case, $45.00. 

Joseph Zentmayer, 147 South Fourth Street, Phila- 
delphia {1884) : 

American Student Stand (sliding tube), with one eye- 
piece (A or B), two objectives (^ in., ang. aper. 24°, and 
\ in., ang. aper. 75°), in a walnut case with lock and 
handle, $38.00. 

W. H. Walmsley & Co., 10 16 Chestnut Street, Phila- 
delphia (1885), agents for R. & J. Beck, of London : 

The Monocular Economic Microscope (sliding tube), 
with one eye-piece, two objectives (i in. and J in.), side 
condensing-lens, glass plate with ledge, pliers, etc., in a 
polished case, $45.00. 

Benj. Pike's Son & Co., 930 Broadway, N. Y. {1884) : 

The Professional Microscope (rack and pinion), with 

two eye-pieces, two objectives (J in. and \ in.), bull's- 

eye condenser on a separate stand, forceps, etc., in a 

mahogany case, $50.00. 

T. H. McAllister, 49 Nassau Street, N. Y. (1884) : 
Studenfs Microscope (rack and pinion) with one eye- 
piece, two objectives (i in. and \ in.), walnut case, $42.00. 
James W. Queen & Co., 924 Chestnut Street, Phila- 
delphia (1884), agents for Henry Crouch, of London, 
Eng., and John W. Sidle & Co., of Lancaster, Pa. : 
Crouch's New Histological Microscope (rack and pin- 
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ion), with two eye-pieces, two objectives (i in. and \ 
in.), glass slip with ledge, in a mahogany case, $55.00. 

John W. Sidle & Co.'s Acme Microscope, No. 4 (rack 
and pinion), with two eye-pieces, two objectives (J in. 
and "l^ in.), in walriut case, $55.00. 

J. Grunow, 70 West 39th Street, N. Y. (1884) : 

Studenfs Microscope, No. i (sliding tube), with one eye- 
piece, oneobjective (^in., 100° ang. aper.), in case, $45.00. 

Herbert R. Spencer & Co., Geneva, N. Y. (1885) : 

The Nonpareil^ No. 4 (rack and pinion), with one eye- 
piece, two objectives (i in. and \ in.), in a fine walnut 
box, $49.00. 

Charles X. Dalton, 40 Hanover Street (room 31), 
Boston, Mass. (1884), successor to R. B. Tolles : 

Tolles' Studenfs Microscope (sliding tube), with one 
eye-piece, two objectives (i in. and \ in.), in a black- 
walnut case, $50.00. 

Miller Brothers, 69 Nassau Street, and 12 13 Broadway, 
N. Y. (1884) : 

Studenfs Microscope (spiral motion), with one eye- 
piece, two objectives (f in. and J in.), glass stage, in a 
black-walnut case, $50.00. 

Walter H. Bulloch, 99 and loi West Monroe Street, 
Chicago, 111. (1884) : 

New Student Stand (rack and pinion), with one eye- 
piece, two objectives (J in. and \ in.), in a case, $50.00. 
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. 14 MICROSCOPICAL TECHNOLOGY, 

When desired, a sub-stage condenser can be fitted to 
any of the above Stands. The illustrated catalogues of 
the various manufacturers of optical instruments will 
prove of great assistance in the selection of a microscope 
adapted to one*s individual requirements and purse ; 
though the inexperienced are earnestly advised to avail 
themselves of the opinions of competent judges before 
purchasing. 

Of the foreign manufacturers of microscopes and 
microscopical accessories, we may mention Powell & 
Lealand, Ross & Co., C. Baker, and Charles Collins, of 
London ; Nachet, Verick, Chevalier, and Prazmowsky, of 
Paris ; L. B^n^che, and Schmidt & Haensch, of Berlin ; 
Hartnack, of Potsdam ; Zeiss, of Jena ; Winkel, of 
Göttingen ; Leitz, and Seibert & Kraft, of Wetzlar ; and 
Merz, of Munich. 



II.— OTHER UTENSILS. 

I. — Lamps. 

Daylight affords the best illumination, especially that 
reflected from a white cloud in the neighborhood of the 
sun. Direct sunlight cannot be employed ; yet it is 
always most advantageous to place the work-table before 
a window which has a southem outlook. When the sun 
shines, part of the window may be screened with a 
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white shade and the work continued, — the light being 
taken from the shade, or from the sky through the 
unscreened portion of the window. 

On foggy and dark days, however, a lamp becomes 
necessary, especially when high-power objectives are 
used ; while, for evening work, it is indispensable. For 
this purpose we make use of an argand gas-bumer, to 
which a chimney of isinglass is fitted, together with a 
shade made of stiff paper. 

The direct light of the flame is employed, its yellow 
color being corrected by a disk of blue glass, which fits 
into a ring above the eye-piece. By having several such 
disks of various shades of blue, proper corrections can 
be made for the various positions in which the lamp may 
be placed. The burner is attached to a stand by a mova- 
ble arm, and is fixed only 20-30 cm. above the level 
of the table. In case the screen is properly attached to 
the burner, one need scarcely notice the heat of the 
flame ; and, thus, the work is rendered hardly more try- 
ing to the eyes, than when daylight is used. 

A kerosene lamp, fitted with a good-sized round 
burner, or one of the duplex variety, also affords an 
excellent light.* 

♦ A small, flat-wick lamp answers very well, particularly when a 
bull's-eye condenser is available ; though the strenger light afforded 
by the German Student lamp, Hitchcock's mechanical lamp— which 
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To be recömmended, is the employment of a glass 
globe some six inches in diameter (Schusterkugel), which 
is filled with a Solution of the ammonio-sulphate of cop- 
per, and placed between the lamp and minor of the 
microscope. A few drops of ammonia are added to a 
Solution of copper sulphate, when a fine blue color 
appears. If more water be afterwards added, a cloudi- 
ness usually ensues, which is dissipated by the further 
addition of ammonia. The proper intensity of color 
can readily be ascertained by testing ; when a beautiful 
white light is obtained, which falls in parallel rays upon 
the surface of the mirror. The globe is to stand low ; 
and the light should be employed for the microscope 
only, not for the preparation of specimens, etc. 

2. — Glass Apparatus. 

The slides, or object-glasses, should be made of the 
best white glass, of uniform thickness and shape, the 
edges being ground smooth. 

For general use, a slip of glass three inches long and 
one inch wide is employed. 

Cover-glasses, likewise, are of a definite, medium 

dispenses with a chimney, — and Fiddian's portable illuminator, offers 
some advantages. In any case, however, great care should be taken 
by the working microscopist to protect his eyes from the direct light 
and heat of the lamp ; and work should be discontinued, as soon as 
marked vbual fatigue is experienced. — S. Y. H. 
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thickness, — say 0.15 mm., — and may be either Square, 
oblong, or circular in form. For objectives of very high 
power, cover-glasses of special thinness are requisite. 

Other articles of glassware used are : watch-glasses ; 
glass rods ; tubes of various sizes, capillary, etc.; several 
flat-bottomed, shallow vessels, or saucers ; bell-glasses ; 
beaker-glasses ; wash-bottles ; bottles for reagents, etc. ; 
retort stand, with retorts, funnels, etc. ; a graduate. 

A piece of black glass, and one of white porcelain, of 
convenient shapes, will be found very serviceable as 
beds, when mounting specimens. White, or unstained 
objects are best seen over the black surface ; while the 
white porcelain is always used in manipulating colored 
preparations. 

3. — Metal Instruments. 

As for needles, forceps, scissors, knives, spatulas, etc., 
the necessity of maintaining these in an absolutely fault- 
less condition cannot be too strongly insisted upon ; and 
the example of many older microscopists, who work with 
blunt, nisty needles, with scissors which do not cut, for- 
ceps which do not hold, etc., should be caref ully avoided. 
Our Instruments must be kept as bright and sharp as 
those of an oculist. 

The razor should be ground flat on the lower side, 
and be kept clean and sharp. In spite of double-knifc 
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l8 MICROSCOPICAL TECHNOLOGY. 

and microtome, the razor is still often needed in the 
preliminary examination of tissues ; and, in using it, the 
whole length of the blade should be utilized, while 
traction, rather than pressure, should be resorted to. 
After a few weeks of practice, sufficient skill is acquired 
by one to enable him quickly and surely to make uni- 
formly thin sections, both of fresh and hardened speci- 
mens ; and, in many cases where absolutely exact or 
extremely thin sections are not required, this method is 
preferable, because of its simplicity. 

The double-knife is much used also, and especially in 
the investigation of fresh specimens. With it, one obtains 
large, uniform sections, even from fresh and soft organs, 
though at the expense of much material ; as the tissues 
are frequently hacked in a most unhandsome manner. 
The double-knife is drawn through a specimen with a 
quick stroke ; and, in order to avoid injuring the edges 
of the blades, a soft support should be provided, such as 
a piece of fresh liver. By most instrument-makers, the 
spring between the two branches of the double-knife is 
made too stiff ; and I have often found it advantageous 
to remove this altogether. 

To set the blades, they are screwed closely together, 
the screw which is nearer the cutting edges being first 
completely loosened to permit this ; after which, the latter 
is tumed in a reverse direction, tili the knife-edges are 



Digitized by 



Google 



OTHER UTENSILS. I9 

forced slightly apart. The blades should be as nearly 
parallel as possible. 

4. — The Microtome. 

No microscopist of the present day would be willing to 
dispense with this instniment. Possessed ten years ago 
byonlyafew, microtomesarenow widely distributed; and 
it is certain, that much of the progress, made in microscop- 
ical technology, may be attributed to this circumstance. 

It would be extremely tiresome, and, indeed, it is 
unnecessary to describe here the peculiarities of the 
different microtomes, especially as new instruments, or 
modifications of old ones, are being devised every year. 
We can employ almost any style ; though I would advise 
against such modeis as require the imbedding of the 
specimen, from which sections are to be made, in paraf- 
fine, etc. 

In Europe, good microtomes are made by Dr. Long, 
of Breslau ; Katsch, an instrument-maker of Munich ; 
and by the mechanicians Schanze, of Leipsic (Patholog. 
Institute) ; Jung, of Heidelberg ; Meier, of Strasburg ; 
and various others. The author worked for a long period 
with Long's instniment, but is so pleased with Schanze's 
new model that he would especially commend it.* 

* Schanze informed me that he would pack, ready for shipment, his 
Instrument, with two knives and the freezing attachment, for 103 marks 
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The principle of the instrument is simple. The knife 
is clamped to a carriage, which moves back and forth in 
a groove ; while the specimen, to be cut, is elevated by 
tuming a horizontally disposed wheel, which is graduated 
at its periphery. 

When the knife is advanced, a section is made of a 
definite thickness, corresponding to the arc through 
which the adjusting wheel is tumed. In Long's micro- 
tome, the specimen is raised by advancing its holder up 
an inclined, graduated plane ; while in Jung's instrument, 
this is accomplished with great accuracy by means of a 
fine micrometer screw. In the latter construction, the 
movement of the carrier is also remarkably smooth. 

The object to be cut is fixed in a clamp, of which several, 
varying in size and form and easily interchanged, may be 
employed In any case, it is of importance that the speci- 
men be firmly fixed ; and, to that end, it is customary to 
clamp it between two flat pieces of well-hardened liver 
(amyloid liver, hardened in alcohol, is best). The harden- 
ed specimen — a firm, uniform consistence is a necessary 
condition in the preparation of good microtome sections 
— is put between two pieces of liver, and so fixed in 

(about $26.00). Unfortunately, the import duty of 45 per cent. on 
instruments seriously enhances the cost for Americans. An efEcient 
Substitute however, though without the freezing apparatus, is M. 
Rivet's pattem, which is fumished by cur dealers for $15.00. — S. 
Y. H. 
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the clamp, that its upper surface projects 1-2 mm. above 
the metal. The liver acts as a fixation splint, holding 
that portion of the specimen, which projects above the 
clamp, sufficiently firm to enable it to meet the advancing 
blade without yielding ; and thus perfect and complete 
sections are secured. Or, again, a cork may be fixed in 
the clamp, to the upper surface of which a portion of the 
specimen several mm. in thickness has been cemented, — 
using for this purpose a thick Solution of gum arabic, or 
the so-called fluid gelatine, both of which harden quickly 
in alcohol (see " Imbedding *'). In this way, very little of 
the preparation, to be examined, is used ; and, inasmuch 
as the cork alone is fastened in the clamp, it is subjected 
to no pressure. This procedure, which, to the best of my 
belief, originated with Weigert, is especially expeditious, 
and deserves great commendation. 

The object being properly clamped, the knife is so 
arranged that the whole blade is used, from heel to point, 
— a matter which is very often neglected. The beginner 
frequently forces the blunt end of the blade against the 
specimen, or, on the other hand, sets the knife so that 
only half of its cutting edge is utilized. 

Both of these extremes should be avoided. Fixed 
so that the distance between two lines, drawn through 
the ends of the cutting-edge and parallel to the line of 
motion, shall slightly exceed the width of the object 
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which is to be cut, the blade meets the specimen at the 
most favorable angle, and cuts rather than pushes its way 
through it. The narrower the object, the less the ob- 
liquity of the blade, and the more perfect the section. 
When cutting, the object and knife should be kept well 
moistened with alcohol,* and the working parts well 
lubricated, preferably with neat's-foot oil. 

Instead of the clamp for hardened object s, a freezing- 
plate, or box, may be attached to the microtome, against 
the under surface of which an ether-spray impinges, 
causing, by its evaporation, an intense cold. If a piece 
of fresh tissue be laid upon the freezing-plate, it is 
frozen almost immediately ; and one is thus enabled to 
prepare very fine and uniform sections, without any pre- 
vious hardening. 

Thick and Thin Sections, 

One can vary the thickness of the sections at pleasure, 
by raising the specimen to a greater or less degree, read- 
ing off the same in hundredths of a millimetre from the 
Scale, which is usually attached to microtomes. 

* This is best accomplished by attaching a rubber tube, provided 
with a mouth-piece, to a small-sized wash-bottle, so' disposed, that, 
when air is forced into it, a stream of alcohol is projected upon the 
knife-blade as it passes ; whence it flows to the object, as soon as the 
two come in contact. This method of procedure leaves both hands 
free, and does away with the frequent interniptions, otherwise una- 
voidable.— S. Y. H. 
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The beginner, as a rule, Ijelieves in the necessity of 
obtaining the thinnest possible sections in all cases ; 
while the more experienced observer often deals in- 
tentionally with those of considerable Ihickness. Against 
sections of extreme thinness may be urged the foUowing 
objections : 

In the first place, they are manipulated with difl&culty; 
and considerable time is often lost in spreading them 
upon the slide. 

Secondly, the various elements, contained in the 
meshes of thin sections, are very apt to fall out ; and, as 
these are generally of extreme importance, the object of 
the examination may be defeated. For this reason, also, 
the pencillings and agitations, to which thick sections of 
normal tissues are frequently subjected, in order that 
their transparency may be enhanced, are to be com- 
mended only with certain restrictions in the investiga- 
tions of pathological anatomy. 

Thirdly, structures which are sparingly distributed 
throughout an organ, as, for example, animal and vege- 
table parasites, are naturally more apt to be discovered 
in thick sections, provided the latter are sufficiently 
transparent, and the objects well contrasted with the in- 
vesting structures. 

Fourthly, in thick sections definite Stereometrie con- 
ceptions of the structure of an object are frequently 
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obtained, inasmuch as several superim{>osed strata are 
scanned directly, in situ et in continuo ; while with ex- 
tremely thin sections, plane Images alone appear. On 
the other band, it is clear that many structures of 
particular delicacy are visible only in very tbin sections ; 
as, in tbe tbicker ones, they are completely masked by 
tbe many superimposed contours. 

For most purposes, sections of fresb organs, ranging 
in tbickness from 0.05—0.10 mm. (0.002 — 0.004 incb), 
answer very well ; tbougb, in tbe case of bardened 
preparations, tbinner sections, ranging from about 0.0 1 — 
0.03 mm. (0.0004 — 0.0012 incb), are generally employed, 
particularly wben stained. 

A very essential advantage of tbe microtome lies in tbe 
fact, tbat sections of any desirable tbickness and num- 
ber may be prepared witb great ease and certainty. 
And, indeed, one usually cuts many more sections tban 
are required at tbe time being, tbe remainder being set 
aside in a small vial filled witb alcobol, to be used in tbe 
future, sbould occasion arise. 

Further Treatment of the Sections, 

From tbe blade of the microtome, double-knife, or 
razor, tbe sections are transferred to a watcb-glass, filled 
witb some fluid, and, for tbis purpose, a soft brusb, 
previously moistened, answers best. For fresb or frozen 
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sections, this fluid is a Solution of common salt, in which 
they are also examined ; while sections of preparations 
hardened in alcohol, are first placed in alcohol, then 
usually in distilled water. During the manipulations, 
which the sections subsequently undergo, they may 
easily be rendered unfit for use. They must be lifted 
up and transferred to the various vessels, which contain 
the necessary reagents and staining Solutions, to be 
finally placed uninjured upon the slides. For this pur- 
pose, thin spatulas of copper, platinum, or nickel-plated 
Steel, turned up at the end to an angle of about 35°, 
answer best ; and these are carefully passed under the 
sections, as they float in the watch-glass. In this way 
alone, can a fine section be raised out of one fluid, and 
deposited into another without folding. The centre of 
the object-glass, or slide, must also be covered with 
a deep Stratum of fluid before the section is transferred 
to it ; and, then, no fprce should be employed, the frag- 
ment, or section, being allowed to glide down from the 
spatula to the slide with its investing fluid. Now, the 
cover-glass is applied ; and the superfluous fluid is re- 
moved, either with a capillary tube, or by means of 
blotting-paper. During these procedures the slide lies 
on a plate of black glass, when the object is not colored; 
otherwise, upon one of white glass, — both hands of the 
microscopist being free. Holding the slide in one hand, 
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while the object is being placed in position with the 
other, is the awkward practice of many beginners. In 
Order to secure the delicacy of touch, requisite in these 
and other manipulations, I would advise that the forearm 
and ulnar border of the wrist be rested firmly upon the 
table ; as it is very difficult to mount fine sections well, 
when the arm is unsupported. 

Sections of tissues, hardened in alcohol, are removed 
from the watch-glass of alcohol into one fiUed with dis- 
tilled water ; where, amid the lively movements due to 
the diffusion of the two fluids, they flatten out, and 
change f rom a shrunken, wrinkled condition, into. trans- 
parent laminae. For examination, they are spread out 
upon the object-glass in distilled water, which, in the 
majority of cases, is then displaced by glycerine, from 
the edge of the cover-glass. Large and thin sections 
are spread out in viscid glycerine less easily than in 
distilled water ; while smaller sections can be brought 
directly into a drop of glycerine. 



IIL REAGENTS. 

Micro-Chemistry. 

Reagents should be kept in glass botiles^ fitted with Stoppers 
of ground glass, While this rule is observed in every 
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Chemical laboratory, and, indeed, in every apothecary's 
Shop, one continually sees microscopists employing bot- 
tles, fitted with unclean corks — a practica which is very 
objectionable. For those reagents which are in constant 
use, double precautions may fittingly be taken ; and the 
author is accustomed to keep his glycerine, acetic acid, 
distilled water, oil of cloves, Canada-balsam Solution, 
etc., in bottles whose stoppers have rod-like prolongations 
reaching nearly to their bottoms, while the whole is cov- 
ered with a tightly-fitting glass cap. By this cleanly and 
careful management of his reagents, the beginner is 
accustomed to the most painstaking neatness, while 
working. 

As a matter of course, we always employ chemically 
pure preparations ; though, as yet, some staining agents, 
which are in use, do not possess a fixed chemical value. 

In addition to the above-mentioned precautions, 
taken on the score of cleanliness, it is necessary to 
make use of the reagents always with an eye to 
the maintenance of their purity. The microscop- 
ist, who pbtains a drop of any reagent by dipping a 
needle, brush, or even his finger into it, will never be 
able to make investigations of the finer sort, particularly 
where bacteria are concemed. Only a carefully cleansed 
glass rod, or a glass tube freshly raised to a red heat, 
should ever be brought into contact with a reagent. 
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^^Artificial ProducUr 
The employment of 'reagents in histological inrestiga- 
tions is of the highest importance, for many stnictural 
Clements can be studied only with the aid of chemical 
influences ; but we must naturally endeavor to examine 
these Clements in the most unchanged, natural, and, 
when possible, in a living condition. And yet, he would 
be going very far astray indeed, who should positively 
rcjcct, as " factitious products," all those structures, 
which are rendered visible only by the action of certain 
reagents. Ordinarily, there are no signs of a nucleus in 
the living white blood-corpuscle, or of cells in the living 
Cornea ; because the differences in the refractive power 
of nucleus and protoplasm, cell and ground-substance, 
are too small to insure detection ; or, again, because the 
investing substance is not sufficiently transparent to dis- 
close the delicate outlines of the inclosed body. When 
death supervenes, however, these distinctions grow more 
apparent, by virtue of certain chemical changes, 
as coagulation, etc., or the investing material be- 
comes more transparent ; and we are surely justified 
in assuming the presence of nucleus and cells, in 
the living white blood-globules and in the living^ 
Cornea, respcctively, though we are able to demon- 
strate them only after the occurrence of post-mortem 
chttngc». This is true also of the limiting membranes of 
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many epithelial cells, of the axis-cylinders of nerve fibres, 
etc., which are really present, though invisible durin g 
life. Nevertheless, in the investigations of pathological 
anatomy, we see the tissues almost never in a living, 
natural State, but always in a condition of more or less 
advanced cadaveric change. Accordingly, we must 
always bear in mind the fact, that a structure of constant 
occurrence post mortem was not of necessity present, as 
such, intra vitam ; but, at all cvents, such a phenomenon 
suggests that a distinction existed even during life, which 
has only been rendered visible by post-mortem change, 
or by the particular reagent employed by the observer. 
Furthermore^ if among a certain number of Clements^ origi- 
nally identical so far as appearances are concernedy some 
read in a peculiar manner wken a particular reagent is 
used^ while others do not, — when^ for exampky some are 
colored by a certain staining agent, while others remain 
colorlesSy we are necessarily forced to conclude that a real 
difference preexisted, Upon this principle are based all 
the various and oftentimes complicated preparatory 
methods, which we employ for the demonstration of the 
different histological elements. From this simple con- 
sideration it becomes evident how we ought to regard 
the microscopical effects of our reagents. We should 
not permit ourselves to be staggered by the scomful 
designation, " art produ^*" " ~— ^-^Tibering rather, that in 
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times past many histological discoveries of great moment 
were thus discredited at first. In aur microscopiccU in- 
vestigations we apty for the most party engaged^ not as 
observers merely, but we experiment ; and our results are 
accordingly compounded of prefortned structures^ on the one 
handy andy on the other, of factors introduced by ourselves. 
To pass judgment, then, upon the nature of an object at 
first sight, and without reference to these aids, — for the 
most part so simple, — would be to expose one's seif to 
the greatest errors. A seeming fibre, for example, can 
represent an actual preformed fibre, a crease, a product 
of coagulation, etc. In our pathological investigations 
particularly, we make another use of our reagents. We 
are often enough called upon to search for particular 
elements, foreign bodies, parasites, etc. ; and, if we know 
that the particular objects of our quest resist the action of 
certain reagents and modes of treatment by which the 
remaining substances are destroyed, we are possessed 
of a method of examination most serviceable for our 
definite purposes, even though the structural integrity of 
the specimen be completely sacrificed thereby. Froro 
this it appears, that the use of the microscope can^ 
not always be regarded as something purely mechanical, 
especially when questions in pathology are concerned; 
but rather that it frequently demands the exercise of a 
certain amount of reflection and circumspection, in 
choosing the course to be pursued. 



W 



Digitized by 



Google 



REAGENTS. 31 

MicrO'Chemical Examinations. 

Micro-chemical investigations are conducted by ex- 
posing the object to be examined to the action of reagents 
for a variable length of time, either by placing it in a 
watch-glass containing the particular agent to be em- 
ployed, and afterwards transferring it to a slide for 
examination, or by effecting this action while the object 
is under the microscope. In the latter case, a drop of 
the reagent is placed upon the slide at the edge of the 
cover-glass, whence it gradually flows toward the speci- 
men, — a process which may easily be expedited by 
slightly moistening the edge of a slip of blotting-paper, 
and bringing it gently into contact with the opposite 
edge of the cover-glass, thus creating a current toward 
the absorbent. 

When this method is employed, one can readily foUow 
the various effects of the reagent, such as the Solution of 
protoplasmic granules, red blood-corpuscles, and lime 
salts under the action of acids, etc. 

In doing this, the beginner must take special care that 
the reagent be not deposited upon the cover-glass ; as the 
objectiVe may easily be injured by contact with a cor- 
rosive fluid. Other more complicated reactions, and 
particularly the majority of staining processes, are carried 
on in watch-glass*- ^* ^cise effects being leamed 
by comparing f eparation with "control- 
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specimens," or the object is sketched both before and 
after the treatment. The most generally employed re- 
agents are the foUowing : 

I. — DiSTiLLED Water. 

Small amounts^ of foreign material are generally held 
in Solution by distilled water, and, in summer particu- 
larly, this agent affords ample sustenance for various 
micro-organisms, — a fact which should be remembered, 
when such organic structures appear in preparations 
which have been treated with it. This difficulty may 
easily be overcome by frequent boilings. 

Distilled water is very rapidly diffused throughout 
most of the constituents of fresh tissues, and these are 
thereby more or less extensively altered. At all events, 
the vital properties of isolated elements of the human 
body cease very soon in this fluid ; while the dead cellu- 
lar elements of the cadaver undergo considerable change. 
This is most strikingly illustrated in the case of the red 
blood-corpuscles, which swell, yield up their coloring 
matter, and soon become completely invisible in water. 
From this, the use and limitations of distilled water, 
when employed in the investigation of fresh tissues, be- 
come at once apparent. We employ it with predilection 
when, in the examination of sanguineous tissues, it 
becomes necessary to quickly remove from view the 
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blood globules, which are frequently present in such 
numbers as seriously to interfere with the view of the 
remaining structures. At the same time we are never to 
forget that the tissue itself can be essentially altered by 
the action of distilled water. 

In the case of tissues hardened in alcohol, distilled 
water simply causes a swelling, and, for the most part, 
this is uniform in character, so that the original propor- 
tions are nearly i[estored. Further changes are but 
seldom produced ; as the principal constituents of the 
tissues — the albuminates — have become coagulated, — 
that is, they have undergone a change which renders 
them insoluble in distilled water. But, of course, it 
must be borne in mind that those substances which are 
soluble or diffusible in water, as, for example, glycogen 
or sugar, are quickly extracted from the sections. 

2. — Chloride-of-Sodium Solution. 
Indifferent Media, 

Owing to the fact that the most various micro-organ- 
isms are generated quickly and in great numbers in these 
fluids, they should be renewed frequently. The addition 
of antimycotic substances is strongly advised against for 
the sake of reliable results ; but the chloride-of-sodium 
Solution can be easily sterilized by boiling. 

To preserve the protoplasm and the red blood-cor- 
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puscles as intact as possible, an o.8-per-cent. Solution 
of sodium chloride is used, which medium is the one 
ordinarily employed in pathologico-anatomical investiga- 
tions for sections of fresh tissues, as well as for the 
dilution of fluids. If it be specially desirable to main- 
tain for some time the life of the cells, in order that their 
properties may be investigated, one part of the white of 
egg is added to nine parts of the salt Solution (so-called 
artificial senim) ; or, aqueous humor, fluid from hydro- 
celes, serous exudates, blood senim, amniotic liquor, etc., 
are employed. 

3. — Absolute Alcohol. 

{Jlardening.) 

We always make use of the purest alcohol, never of 
the diluted variety or proof spirit ; as the latter, in addi- 
tion to its admixture with water, is always contaminated 
with other substances, and often exhibits an acid reac- 
tion. In case we desire to employ diluted alcohol, how- 
ever, we mix the absolute variety with the requisite 
quantity of distilled water. 

Alcohol, diluted with two parts of water, is sometimes 
employed as an aid in isolating tissue Clements (Ranvier). 

In it the cells become more capable of resistance, 
while the connecting structures remain soft ; so that the 
Isolation of cells, which, before, seemed intimately united 
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with each other and with the intercellular substance, 
becomes an easy matter. To effect this the fresh tissues 
are placed in the thirty-three-per-cent. alcohol for about 
twenty-four hours.* 

Alcohol finds its chief employment, however, in har- 
dening tissues to a consistency suitable for section-cut- 
ting. This hardening effect of alcohol is due, essentially, 
to two moments, viz.: the removal of water and the 
coagulation of albuminates ; although alcohol also 
removes from the tissues some extractive matters, which, 
morphologically considered, are unimportant, besides a 
small amount of fat. From this latter effect, it is very 
evident, that, to obtain a correct estimate of the amount 
of fat contained in certain specimens, — as in tissues 
which have undergone fatty degeneration, — these should 
always be examined in a fresh State, never after previous 
hardening in alcohol. By reason of the removal of 
water, the tissues undergo diminution in size ; and, 
except the water be uniformly distributed throughout the 
specimen, the amount of shrinkage varies, and an un- 
wished-for distortion ensues. For the most part, how- 
ever, the original form is quite well preserved ; and, 
inasmuch as the sections, when placed in distilled water, 

* Frey explains this action of very dilute alcohol differently, claim- 
ing that it acts as a macerating medium. This apparent anomaly i« 
cunfirmed by the analogous action of weak Solutions of chromic acid. 
-S. Y. H. 
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imbibe an amount about equal to that originally pos- 
sessed, they become very like corresponding sections in 
the fresh State. The principal point of distinction is the 
loss of transpar ency^ which is due to the granulär, coagu- 
lated albuminates, and persists even after the sections 
are immersed in water. This drawback is practically 
removed by the use of glycerine as a Clearing agent, er 
of acids and alkalies, by which the precipitated albumi- 
nates are again dissolved, though only at the expense of 
many other structures. 

To harden a specimen, it is best to divide it into small 
pieces, and to place these in a large volume of absolute 
alcohol, taking care that each piece is completely invested 
by the fluid. In this way a piece of tissue comprising 
2-3 c.c. may be thoroughly hardened in twenty-four 
hours, — smaller portions in a much shorter time. The 
method, formerly much in vogue, of laying the tissues 
first in weak, and then gradually in stronger Solutions of 
alcohol, has justly been abandoned. 

Alcohol is the agent best adapted to the hardening of 
most tissues, and is employed by us almost exclusively 
for this purpose.* 

It is of special consequence in the case of pathologico- 
anatomical objects, that the changes wrought by the 

* It has already been explained, why hardening in alcohol is not 
adapted to tissues, which have undergone fatty degeneration. 
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hardening process should be simple and easily controlled. 
These conditions are fulfilled, when alcohol is the agent 
used ; while hardening with the salts of chromic acid, 
formerly such a populär method, causes many altera- 
tions — cloudings, discolorations, etc., — which vary with 
the amount of time consumed, the temperature, etc., 
and are extremely difficult to control. 

Some little expedients, which become necessary at 
times, almost suggest themselves. Thus, for examgle, 
the globe of the eye is wont to shrink very quickly in 
alcohol, an evil which is easily remedied by injecting 
alcohol into the vitreous humor with a hypodermic 
syringe until the rotundity of the organ i« restored. 
This is done early, and may have to be repeated. 

Many tissues, particularly the lungs, muscles, etc., do 
not become sufficiently hardened for section-cutting, 
even after a long immersion in alcohol ; and it is advisable 
to lay such preparations for twenty-four hours in a diluted 
mucilage (mucilaginis acaciae et glycerini, partes se- 
quales). If, now, the specimen, saturated as it is with 
gum arabic, be again placed in alcohol, it hardens very 
uniformly and completely, inasmuch as the acacia is pre- 
cipitated by the alcohol. The gum is soon removed 
from sections of such preparations by the action of 
water. 

Only for the central nenwus System is alcohol poorly 
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adapted, and, least of all, for the white substance ; as it 
fails to produce a sufficient degree of hardness, — the de- 
fect being proportional to the diminished amount of 
water present in nervous tissue. Moreover, a large share 
of the fatty constituents of the medullary substance are 
extracted by the alcohol, to be precipitated, later, in 
a cry stalline form, thereby injuring the tissue consider- 
ably. For these important structures, therefore, we find 
it impossible to dispense with the chrome salts. 

4. — Ether and Chloroform. • 

{^Removal of Fatty Substances.) 

Both of these agents are frequently employed for the 
removal of fat, though not from fresh tissues, naturally ; 
as these are saturated with water, a fluid for which ether 
and Chloroform possess only a very slight affinity. Ac- 
cordingly, the structures — sections, for example — must 
first be deprived of their water by the action of alcohol. 
Thus, a section from which the fat is to be removed 
is first placed for about five minutes in a watch-glass, or 
other shallow receptacle, fiUed with absolute alcohol, and 
thence into a similar vessel, filled with ether or Chloro- 
form. Should the latter fluids become cloudy, the 
presence of water is indicated, and a second bath in 
absolute alcohol becomes necessary. After remaining in 
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the ether or Chloroform a few minutes,* or until the 
soluble substances are completely removed, the section is 
again placed in alcohol for a time, and subsequently in 
water. We examin e the section in pure water ; though 
the marked opacity, produced by the coagulated albumi- 
nates, usually requires the addition of acetic acid, which 
acts as a solvent. The order to be observed, then, in re- 
moving the fat from fresh sections is as follows : 

Chlorid6-of-sodium Solution, or simple water ; alcohol ; 
Chloroform or ether ; alcohol ; water, to which acetic 
acid is usually added. 

5. — ACIDS. 

a, Sulphnric, Hydrochloric, and Nitnc* 

(Decaldfication.) 

The strong mineral acids, in the higher concentrations, 
possess the property of quickly coagulating albuminous 
bodies, and can in consequence be used with advantage 
in the fixation of certain very delicate structures. Thus, 
for example, in the case of the so-called "nuclear 
figures" (Kemfiguren) of Altmann,f it is best to lay the 
small pieces of tissue in a 3-per-cent. Solution of nitric acid 

* Sections immediately become very transparent in Chloroform, — 
not, perhaps, because of the Solution of the fat, but, rather, by reason 
of the high ref ractive power of Chloroform. When retnmed to alcohol, 
the section exhibits its former opacity. 

t Altmann : Arch. f, Anat. und PhysioL, 1881, S. 219. 
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(sp. gr. 1,020) for a short time, — say an hour, — after 
which they are washed in distilled water, and hardened 
in absolute alcohoU Flemming and other authors era- 
ploy a still stronger nitric-acid Solution for this purpose. 
In a very dilute State (i to 1,000), the mineral acids 
produce, essentially, a tumefaction of the majority of 
protoplasmic substances, of the contractile and gela- 
tinous tissues, etc., resembling acetic acid in this 
respect. Again, these are employed for the removal of 
calcareous material; In order to obtain good sections of 
calcified structures, such as bones, teeth, tumors which 
have undergone calcareous change, etc., the lime salts 
must be removed, — a desideratum soonest satisfied by 
the use of hydrochloric or nitric acid, the older method 
of grinding such material to a proper degree of thinness 
being seldom resorted to. 

A dilute acid is used ; and this is mixed with alcohol 
containing chloride of sodium (Von Ebner), in order to 
avoid the swelling of the ground substance. The mix- 
ture contains the following ingredients : 

Hydrochloric acid . . . . 5.00 

Alcohol 1,000.00 

Distilled water 200.00 

Chloride of sodium . . . . 5.00 

Thi^decalcifying fluid must be changed often ; when it 
affords really excellent results. A Solution of chromic 
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acid (about i per cent.), or a saturated Solution of picric 
acid (Ranvier), acts somewhat more slowly. 

When examining a specimen with the microscope, one 
may come across dark deposits, which he is disposed to 
regard as lime salts ; and that such is indeed the fact, he 
feels convinced, if the dark contour disappears, when 
exposed to the action of a mineral acid. In most cases 
the lime is in combination with carbonic acid ; and, if an 
acid be added, a lively evolution of gas ensues, afford- 
ing a very pretty and striking picture under the micro- 
scope. If we use sulphuric acid, the sulphate of cal- 
cium, or gypsum, is formed — a slightly soluble substance, 
which soon crystallizes in beautiful prismatic columns, 
and these are frequently grouped together in tufts. The 
gypsum crystals are exquisitely doubly refracting, a fact 
which is appreciated, when these are viewed through 
a Nicol's prism, placed above the eye-piece. 

Many connective substances, tissue cements, are dis- 
solved in strong acid Solutions. Thus a 20-per-cent. 
Solution of nitric acid, for example, is employed in isolat- 
ing the smooth muscular fibres, as is also a 33-per-cent. 
Solution of caustic potash. 

To isolate the uriniferous tubules for long distances, 
that their complicated course may be established, strong 
hydrochloric acid is used, aided, sometimes, by an ele- 
vated temperature. This method, however, has not yet 
been adopted in the study of nephritis. 
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b. Acetic Acid. 

The employment of the organic acids, and of acetic acid 
in particular, is very general among our microscopists. 
We use them, principally, to effect a Solution or tumefac- 
tion of the albuminates, and of the gelatinous substance, 
of which, as is known, the connective-tissue fibrils con- 
sist. 

Inasmuch as the nuclei of cells, elastic tissue, fat, 
nerve meduUa, etc., resist the action of acetic acid, it 
proves a very convenient agent for exposing to view the 
concealed nucleus of a dark granulär cell, as well as the 
elastic tissue, which is distributed throughout connective 
and muscular stnictures. So, too, the fat-granules, pres- 
ent in protoplasm, in the contractile substance of muscles, 
^tc, become much more evident after the action of this 
agent ; as do also any micro-organisrns, present in the 
tissues. And so marked is this specific action of acetic 
acid, that a i-per-cent. Solution is effective ; while, even 
in the proportion of i to i,ooo, the Clearing effect 
becomes very apparent, though somewhat more slowly. 

When a section from a fresh specimen, or from an 
alcoholic preparation, is placed in acetic acid, it usually 
becomes quite transparent, and, at the same time, in- 
creases markedly in size. For the most part, this tume- 
faction is not uniform, however ; and the section assumes 
a coarsely undulatory appearance, which wellnigh 
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unfits it for examination. It is better, therefore, to 
apply the acid, when the section is und er the cover- 
glass, — a slight elevation of the latter sufficing to admit 
the drop of acid which has been deposited at its edge ; 
while the slight weight of the cover suffices to preserve 
the tissue flatly extended. Should a prompt and decided 
action be desirable, we employ the undiluted acid — 
acidum aceticum glaciale — y though, for most purposes, it 
is advisable to dilute this with a little distilled water. 

In many substances, saturated with alkaline albu- 
minous Solutions, an opacity at first ensues on the 
addition of acetic acid, caused by the neutralization of 
the alkali ; but, if more acid be added, this is dispelled, 
and the object becomes clear. And yet, a lasting opacity 
can be produced by acetic acid, — one which is not 
resolved even by an excess of the acid, — when this 
agent is added to tissues or fluids containing mudriy this 
substance being precipitated. Fibrin, serum-albumen, 
änd mucin are often found together in exudates, the 
Contents of cysts, etc. ; and the action of acetic acid will 
Vary according to the quantitive proportions of the mix- 
ture. In most cases, substances are markedly cleared, 
and rendered transparent, by the action of this acid. 

In view of the pronounced increase in volume, pro- 
duced in albuminous and gelatinous bodies by acetic 
acid, it is by no means remarkable, that the contours, 
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which appear after the action of this acid, /. e. the 
boundaries of those structures which resist the action of 
the agent, do not always remain quite unaltered : indeed, 
as early as the fifth decade of the present Century, Henle 
called attention to the fact, that the multiple nuclei 
appearing in white blood-globules, pus coq)uscles, etc, 
when acted upon by acetic acid, are not preformed 
structures ; but rather, that these cells contain but one 
nucleus, which is broken up into several fragments by 
the action of the acid. 

In many instances this is no doubt true ; and, although 
we now know that many lymphoid cells possess several 
nuclei during life, we are earnestly advised to remember, 
that the nuclei, which appear in a cell after it has been 
subjected to the action of acetic acid, may possibly be 
factitious products — fragments of what was originally a 
Single nucleus. In structures which contain connective 
tissue, considerable distortion is often caused by acetic 
acid. For example, the regulär longitudinal rows in 
which the cells of tendons, fasciae, etc., are disposed, 
cannot usually be demonstrated after the tumefying 
action of the acid, the nuclei then appearing irregularly 
arranged and scattered. Ranvier took the precaution to 
fasten the ends of a small tendon, which was stretched 
upon a slide, using for this purpose little balls of wax. 
After the cover was in place, he allowed acetic acid to 
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act slowly upon the object ; when he found, that the 
tissues swelled more uniformly, and the longitudinal 
arrangement of the cells became evident. The tyro is 
earnestly advised to convince himself of the tnith of 
these, and similar, facts by his own experiments ; in order 
that he may be able to judge what structural changes he 
produces with his various reagents. 

Formic and tartaric acids are less used, their effects 
being similar to those of acetic acid. 

r. Picric Acid. 

Picric acid, on the other hand, fulfils a twofold office, 
being both a hardening and a coloring agent. In a 
saturated Solution of this acid, the albuminates are 
gradually changed into the insoluble modification ; so 
that the tissues attain a consistence suitable for section- 
cutting, almost entirely without shrinkage. At the same 
time, the majority of substances are colored yellow, some 
more deeply than others ; as, for example, the smooth 
muscular fibres, the cornified cells of stratified epithe- 
lium, of the epidermis, etc. 

Sections made from specimens hardened in alcohol, 
also take this characteristic color very nicely and quickly, 
only a few minutes being required ; but the color is rap- 
idly removed by water or alcohol. Should we desire to 
preserve the stain, a small quantity of picric acid must 
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be added to the water, alcohol, glycerine, or other fluid, 
which is employed. 

ä, Chromic Acid. 

Chrome SaliSy Müller* s Fluid, 

In a very dilute State — say i-i 0,000 or 1-20,000— 
chromic acid is employed as a macerating agent. If a 
small section of the spinal cord, for example, be allowed 
to remain for twenty-four hours in such a Solution, it be- 
comes an easy matter to isolate the ganglion cells with 
their branching prolongations ; inasmuch as the intercel- 
lular connective substance is softened, or dissolved. 

For our purposes, however, more importance attaches 
to the acid and its salts in the röle of hardening agents, 
the former being employed in a 0.2- to i.o-per-cent. Solu- 
tion. Of the salts, the bichromates of potassium, or 
ammonium, in about a two-per-cent. Solution, are most 
used. Müller added to the Solution of the bichromate 
of potassium some sulphäte of sodium, in the foUowing 
proportions : 

Potassium bichromate . . 2.0 

Sodium sulphäte .... i.o 

Distilled water loo.o 

and this Müller* s Eye-fluid is much used for hardening 
nervous tissues, as well as the eye, though originally rec- 
ommended for the retina. 
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Weeks and months elapse, however, ere the requisite 
hardening ensues, the duradon of the process being pro« 
portional to the size of the immersed specimen ; as the 
chrome salts penetrate the tissues very slowly. For a 
cerebral hemisphere, from six months to a year must be 
allowed, the fluid being changed often.* 

To prevent moulding, a small piece of camphor may 

be added to the Solution (Klebs). According to Weigert, 

the hardening takes place much more rapidly in an incu- 

bator at a temperature of 3o**-4o** C. (86**-io4** F.). 

Erlitzki suggests the following hardening fluid : 

Bichromate of potash ... 2.5 

Sulphate of copper .... 0.5 

Distilled water loo.o 

In this, the hardening requires only 8-10 days, at an 
ordinary temperature. Subsequently, the preparations 
are placed in alcohol, which may be somewhat diluted. 
Portions of the central nervous system, when thus ex- 
posed to the action of chromic acid or its salts, become 
thoroughly and uniformly hardened ; while, at the same 
time, certain characteristic chromatic changes take place, 
which are apparent even to the naked eye. The gray 

* This time may be shortened to five or six weeks by incising the 
organ in various directions ; so that the fluid can come in direct contact 
with every cabic inch, while the relations of the parts are not sacri- 
ficed. A thin-bladed, keen knife should be cmployed, thereby re- 
ducing the necessaiy cutting-pressore to »-■■■■■inntn. — S. Y. H. 
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substance becomes lighter than the white, — the latter 
assuming a dark green shade. 

The ordinary form of gray degeneration, or sclerosis 
of the white columns of the cord, is distinguished by 
a dark brown tone ; while most secondary degenerations 
are marked by a lighter color than that assumed by the 
normal columns ; and this, too, in cases which disclosed 
absolutely no distinction, in color, between normal and 
degenerated parts, while in a fresh State. 

For other organs, the hardening in Solutions of chromic 
acid or its salts, — formerly so much in vogue, — is to be 
recommended only in a few exceptional instances ; and, 
save for the hervous tissue and the globe of the eye, we 
greatly prefer alcohol, with the occasional aid of the 
glycerine-mucilage mixture already mentioned. Filiform 
or retiform coagulations are often produced by the salts 
of chromic acid, which may be erroneously regarded as 
preexisting structures ; while the dark, granulär precipi- 
tates, produced by them in cells and intercellular sub- 
stance, aiC oftentimes very annoying, and difficult to 
clear up by chemical action. Calcareous deposits are 
slowly dissolved by chromic acid and the bichromates, 
and can thus be removed from the field. 

As a rule, micro-chemical reactions fail, in the case of 
specunens prepared with the chrome salts ; and, for this 
and other reasons, we recommend them as hardening 
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agents only where alcohol proves unsatisfactoiy on 
account of the peculiar chemical natxire of the object, 
which is essentially tnie only of nenrous tissue, or of 
Organs which have undergone marked fatty degeneration. 
At the same time, however, it is always desirable to com- 
pare the results with corresponding sections from fresh, or 
alcoholic preparations ; inasmuch as any calcareous 
matter, which may chance to be present, can easily be 
dissolved by the chromic acid and its acid salts, and thus 
escape Observation. 

The mono-chromate of ammonia, in a 5-per-cent. Solu- 
tion, was employed by Heidenhain with great advantage 
in the study of the kidneys, and, particularly, for the 
demonstration of the bacillar stnicture of the epithelial 
cells in the uriniferous tubules. The agent might also 
be recommended for pathologico-anatomical investiga- 
tions. 

6. — Alkalies. 

Solutions of Soday Potassa, and Ammonia, 

Alkalies cause a resolution or swelling of the albumi- 
nates, gelatinous structures, the contractile substance of 
smooth and striated muscles, and of the nuclei of cells ; 
even the corneous tissues are rendered thoroughly trans- 
parent by their action. 

Resisting the action of the alkalies, we have : 
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1. Elastic tissue. 

2. Fats, including the medulla of nerves. 

3. Lime, pigment, etc. 

4. Amyloid material ; as well as chitine,* cellulose, 
mycelium, spores, and bacteria. 

From this, the importance of the röle, assigned to the 
alkalies in our work, becomes manifest ; they come into 
use, whenever any of the objects in the latter category 
are to be looked for. It is true, that, by their use, the 
structural qualities of a tissue are almost completely 
sacrificed ; and, while the resisting nuclei of a section, 
treated with acetic acid, give us our bearings tolerably 
well, such is not the case with the alkalies, sparing, as 
they do, only the elastic tissue and homogeneous mem- 
branes for our guidance. 

For most purposes, a i- to 3-per-cent. Solution of caustic 
potash or caustic soda is employed ; and, even in this 
dilution, the Clearing effects begin immediately. The 
use of a more concentrated Solution — 33 per-cent. — is 
attended with a peculiar effect : most elements are 
preserved, while the connective substance is dissolved. 
This is particularly true of smooth and striped mus- 
cular fibres. If a small portion of a uterine myoma 
be placed in a watch-glass, filled with a 33-per-cent. 

* The homy substance in the tegumentary System and other parts of 
the crustacea, arachnida, and insects, including the hooklets of the 
toeniae.— S. Y. H. 
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potassa Solution, for a few minutes, it will break down 
under the needle almost of itself, and be resolved 
into its individual fibre cells. Care should be taken 
only, that the Solution be not further diluted ; since, 
in that case, the fibres themselves are dissolved. The 
preparation should therefore be examined, also, in the 
33-per-cent. fluid. Red blood-corpuscles, as well, pre- 
serve their form in a Solution of this strength, while in 
the higher dilutions they disappear immediately. 

According to an Observation of Virchow's, weak Solu- 
tions of the alkalies are able to re-excite the movements 
of ciliated cells, which before were motionless, and, to 
all appearances, dead. 

7. — Glycerine.* 
Glycerine has an especial value in the histological 
examination of tissues which have been hardened in 
alcohol, and other agents which coagulate albumen, such 
as picric and chromic acids, and their salts ; for, by their 
use, marked opacities have of necessity been produced 
in the sections ; and, if we employ acids or alkalies to 
dissolve these albuminous granules, thus precipitated by 
the hardening agent, we destroy at the same time many 

* The glycerine used must, above all things, be free from an acid 
reaction ; a slight admixture with water is of less consequence. We 
usually employ it in a pure State ; as, when diluted with water, it is 
prone to mould. 
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other stnictures, as the connective-tissue fibres, fibrine, 
and blood corpuscles. In such cases, therefore, we use 
glycerine as a Clearing agent, which effects the wished- 
for result, — not by a chemical Solution or swelling of the 
albuminous granules (fat alone being gradually dissolved 
in glycerine), but rather by virtue of a purely physical 
quality ; viz. its great refractive power. That glycerine 
really possesses this property, we can immediately con- 
vince ourselves by comparing the contours of glass rods, 
dipped in glycerine and water, the outlines in the former 
case being far more delicate, or less distinct. Or, if we 
saturate a piece of filter-paper with water, and another 
with glycerine, the latter becomes much more transparent 
than the former. So, too, the contours of the elementary 
constituents of tissues, which are saturated with glyce- 
rine, are all rendered less distinct ; whence this agent is 
wellnigh useless in the investigation of fresh tissues, 
whose Clements already possess very slightly marked 
outlines, since these outlines are thereby rendered almost 
completely invisible. On the other hand, the Clearing 
effect of glycerine is nicely adapted to preparations har- 
dened in alcohol ; and, indeed, it may be said, that the 
examination • of tissues, so prepared, has been developed 
to its füll fruitfulness only since the introduction of this 
agent into the laboratory of the microscopist. 

Glycerine mixes with water, as well as with alcohol, 
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acetic acid, etc., in all proportions, though quite slowly, 
it is true, in accordance with its syrupy consistence. If, 
therefore, we desire to produce a chemical reaction very 
quickly, as, for instance, to determine the effect of iodine 
or of an acid, a glycerine preparation is less suitable. 
At all events, the removal of the glyceripe from a speci- 
men is an easy matter, it being only necessary to place 
the same in water. Moreover, as we know, glyce- 
rine neither evaporates, nor undergoes other chemical 
change, when exposed to the air ; but, at the most, absorbs 
some water, when the atmosphere is charged with mois- 
ture. This quality makes glycerine a superior preserva- 
tive agent for microscopical sections ; and, should it be 
desirable to preserve a specimen which is in water or a 
watery Solution, it is only necessary to place a drop of 
glycerine at the edge of the cover-glass, when it replaces 
the water as the latter evaporates. Fresh specimens may 
also be preserved in this manner ; and, if the glycerine 
be subsequently replaced by water or the Solution of 
sodium Chloride, their original condition is restored. 

The dark contour, the brightness of the elastic fibres 
and lamellae, is but slightly diminished in glycerine ; as 
the refractive power of the former is con-siderably the 
greater. But, again, the peculiar lustre, exhibited by 
amyloid matter, the so-called Hyaline of Von Reckling- 
hausen, and other colloid substances, when examined 
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in aqueous fluids, is lost to a great extent in glycerine ; 
since their refractive powers differ but slightly. ' In most 
cases, however, a careful examination suffices to disclose 
a somewhat clear distinction ; yet, where these sub- 
stances are concerncd, it is well to first examine the 
preparations in water. 

It has already been remarked, that small globales of 
fat become completely invisible in glycerine ; whence it 
naturally follows, that this agent is not to be employed 
in the investigation of tissues, which have undergone 
fatty degeneration. 

8. — ACETATE OF POTASSIUM. 

A saturated Solution of potassium acetate^ as recom- 
mended by Max Schnitze, may also be employed as a 
preservative medium, it, too, having the merit of perma- 
nency in air, not being subject to evaporation. It has 
only a slight Clearing effect, however, and is, therefore, 
best adapted for the preservation of fresh, not of hard- 
ened structures. Particularly when the preservation of 
tissues which have undergone fatty degeneration is to be 
accomplished, this method is quite useful ; though, to be 
sure, the contours of the fat-globules lose their original 
sharpness in the course of time. 

9. — OiL OF Cloves, Canada Balsam. 

If it be desirable to increase the transparency of the 
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sections, particularly after they have been deeply stained, 
we employ oil of turpentine, or, what is much more 
worthy of commendation, oil of cloves. Other essential 
oils have a like eflfect ; as, those of cedar, origanum, cin- 
namon, bergamot, anise, etc., besides xylol, phenol, or 
carbolic acid (creasote). Each pne may select for him- 
self the agent, whose odor he finds most agreeable. In- 
asmuch, however, as all these fluids are either not at all 
miscible with Vater, or only partially so, sections, which 
are to be rendered transparent, are first deprived of their 
water by immersing them for a few minutes in alcohol, 
when they readily imbibe the oil of cloves, etc. In this 
way the section attains a maximum of transparency, the 
refractive power of the above-mentioned fluids being 
very considerable, — much greater than that of glycerine, 
and nearly as great as that of glass. Even the strongest 
outlines of the human, or animal, elementary constituents 
disappear almost entirely after this treatment ; and, of 
unstained preparations, almost nothing remains visible. 

The elastic fibres, as well, are recognized only with 
difficulty, and, especially, when the füll illumination of 
the condenser (Abb^-Koch) is employed. 

The colored portions of a section^ on the other hand^ are 
rendered all the more disttnct, Wheti conducting an 
examination by this method, therefore, we must always 
bear in mind the fact, that we have intentionally with- 
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drawn from scnitiny the majority of the stnictures. 
SectionSy prepared in this manner, are ready for mounting 
and permanent preservation in the resinous mounting- 
media ; and, for this purpose, Canada baisam, dissolved 
in equal parts of Chloroform or xylol, is principally 
employed ; though a Solution of mastic in Chloroform, 
Damar resin in turpentine, etc., are also in use. The oil 
of cloves is removed with the aid of blotting-paper ; and 
its place is gradually occupied by the Canada baisam, 
which has been applied at the border of the cover-glass. 

STAINING: ITS PRINCIPLES, AND THE 
AGENTS EMPLOYED. 

From year to year the art of staining has increased in 
importance, and has become more and more indispensa- 
ble for our purposes. Of special import was the part 
taken by it in the discovery of vegetable parasites ; and 
to Weigert, P. Ehrlich, and Koch, pertain the principal 
merits in this field. The thankworthy studies of Ehrlich, 
concern themselves particularly with the theory, govern- 
ing the effects of dyes. 

The importance of staining hangs upon the fact^ that cer- 
tain constituents of iissues^ and even of cells^ attract the 
coloring matter of the Solution employed with greater energy, 
or in larger quatUity^ than the others j and, combining with 
it, these structi4res receive a tinge of * *■ less perma- 
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nence, The relationship of the various substances of the 
human body to the different pigments, is, naturally, a 
most complex subject ; and yet, we have gradually dis- 
covered particular dyeing agents, or special modes of 
staining, for almost every tissue-component, whereby 
these assume an intense, specific stain, which distinguishes 
them f rom all others. Accordingfyj in tnarty cases, staining 
hos the value of a chemüal reactiofiy hy which we are en- 
abled, easily and conveniently^ to disdose a certain substance 
which lies hidden in the midst of many others ; and, as will 
be readily seen, this " elective " action of coloring agents 
is of prime importance in the study of pathology. Ele- 
ments, whose delicate outlines, masked by the investing 
structural maze, escape all but the dosest scnitiny, 
become apparent, even upon a cursory examination, and, 
oftentimes, with a low power, immediately after this 
specific staining ; so that the time, occupied by the color- 
ing process, is amply compensated by the increased con- 
venience and certainty, thus acquired in the investigation 
of such objects. 

In many cases staining alone affords us a clew to exist- 
ing differences in the constituents of tissues and cells, 
which before seemed quite uniform. That the results of 
staining were not fully utilized before the employment of 
the open condenser, or the illuminating apparatus of 
Abb^, h^' ^ ^Iready explained. 



Digitized by 



Google 



58 MICROSCOPICAL TECHNOLOGY, 

In most instances the staining procedure is as follows : 

The section is removed from distilled water into a 
small, shallow dish — a watch-glass, for example, — filled 
with the coloring Solution, and so disposed that the fluid 
bathes it on all sides. After remaining in this fluid for a 
length of time varying from a few minutes to twenty-four 
hours, the section is again placed in distilled water, in 
Order that the superfluous staining matter may be washed 
off ; when it is examined, — either directly in glycerine, 
or, after its water has been removed by ijnmersion in 
alcohol, in oil of cloves. Here, the effect of the stain- 
ing process is simply this : certain elements take up the 
color, while others remain uncolored {electton), 

Frequently, however, after being removed from the 
color and washed, the section is treated still further, — it 
is again decolorized, or partially so. That is to say, at first 
a completely diffused, uniform, and hence useless, stain- 
ing has resulted ; but, while certain elements give up 
their coloring matter completely during the subsequent 
extractive process, other elements, which are pössessed 
of a stronger affinity for the dye, hold it fast (Principle 
of maximum decolorization : Ehrlich). 

This procedure, which was first employed by the 
author, now plays an important role, especially when the 
aniline dyes are employed. Alcohol usually serves as 
the extracting agent ; in some instances, acids. 
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In very few cases is it advisable to attempt the staining 
of a section while under the cover-glass ; as the result is 
generally lacking in uniformity, is confined to the borders 
of the section, etc. But isolated elements, cells, etc., 
which are suspended in fluids, can sometimes be stained 
in this manner ; though, even in this case, the staining of 
the dried specimen, as conducted by Koch and Ehrlich, 
is usually far preferable. (See " Exam. of Fluids.") 

In embryological and zoölogical investigations, the 
plan of staining organs or animals in toto has been fol- 
lowed for some time ; and alcoholic coloring Solutions 
have been compounded, which have in view the simul- 
taneous hardening and staining of the tissues. This 
offers the advantage, that the section may be transferred 
almost directly from the microtome to the slide, for 
examination ; and, aside from the brevity and con- 
venience of the procedure, the danger of injuring or 
destroying the section, by the various manipulations 
necessary in staining, washing, etc., is greatly lessened. 
Still, I do not regard this method as adapted to our 
purposes. In the majority of cases, the task of rendering 
a definite opinion concerning a single specimen devolves 
upon US ; and we must, in consequence, retain the ability 
to examine the said object in as many directions as 
possible. Were we to adopt without question the 
methods of normal anatomy, we should be laboring, 
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as it were, to the same ends ; though the conditions differ 
completely. The normal anatomist examines, for ex- 
ample, any number of eyes before deciding a scientific 
question ; and, to him, every normal Bulbus oculi has an 
equal value, — for every Variation of the mode of exami- 
nation he may employ a fresh specimen. We, on the 
other band, often have but a single specimen from which 
to ascertain the structural changes, which have taken 
place. To this end, we must take care to alter the 
preparation (by hardening, freezing, etc.) as little as 
possible, and to obtain a series of sections from those 
parts which have undergone change. Such sections may 
be practically regarded as equivalents. In such a case 
we are enabled to treat the sections in various ways, to 
experiment with them, in order that their alterations may 
with greater certainty be recognized and understood. 

One can never know what surprises await him below 
the surface of organs, which have undergone pathological 
change ; whence, the specimens should be subjected to 
the simplest, and least disturbing, preparatory treatment 
before their dissection. 

It is impossible, before the examination has begun, 
to decide definitely upon the method to be pursued ; but 
we must hold ourselves in readiness to follow any further 
lines of investigation, which are suggested by any unfore- 
seen discoveries. 
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We shall not, therefore, discuss the technology of 
staining organs in toto here ; but simply refer the reader, 
who desires to investigate this subject, to Grenacher, 
Arch. /. micros. Anat.y Bd. i6 ; and to P. Meyer, Mit- 
theilungen aus der zoöL Station zu Neapel^ Bd. 2, 1880. 

IG. lODINE. 

This substance, the first staining agent to be employed 
in microscopical investigations, is still very often used at 
the present day, and, usually, in the form of Lugol's So- 
lution, lodine is but very slightly soluble in pure water ; 
but, upon the addition of the iodide of potassium, it be- 
comes freely so. 

The following formula may be employed : 

lodi puri i.o 

Potassii iodidi g.o 

Aquae destillatge 50.0 

This Solution may be diluted at pleasure, as occasion 
arises. It is to be remarked, that the stains of iodine 
can be preserved only with difficulty, and for a short 
time, in water or glycerine. The union of iodine with 
organic substances is not an intimate one, and it grad- 
ually evaporates ; hence the color dies out. Even when 
the cover-glass has been carefully cemented to the slide, 
the coloring matter disappears after the lapse of a few 
years at the most. 
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In Canada baisam, such preparations cannot be mounted 
at all ; as the alcohol immediately extracts the iodine. 
On the other hand, preparations which have been stained 
with iodine seem to be well preserved in a thick mucilage. 

The albuminous substances are stained a light yellow 
by the iodine Solution, likewise the gelatinous and 
colloid. The cells are usually stained more deeply than 
the intercellular substance, and the nuclei somewhat 
more than the protoplasm ; accordingly, the cellular 
Clements of fresh sections may be rendered prominent 
both quickly and conveniently, — for example, the cell- 
nests in Carcinoma, etc. 

The red blood-corpuscles are stained a dark brown by 
iodine. 

A peculiar reaction attends the use of the iodine Solu- 
tion in the case of the following substances, particularly : 
Glycogen, Corpora amylacea, and Amyloid. 

Glycogen. 

In many cartilage cells, as, for example, those of the 
chorda dorsalis, the proliferating layer of epiphyseal 
cartilage, even in the normal State, but particularly in 
the cells of rachitic cartilage, and those of enchon- 
dromata, an intense wine-red stain, affecting the whole 
or a part of the cell, is produced by the iodine Solution. 

The reaction is best shown, when the remaining 
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structures are only faintly colored. The red stain is due 
to the presence of glycogen in the cells, as shown by 
Neumann and Jaff^ ; while, without the iodine staining, 
parts which are rieh in glycogen exhibit a homogeneous 
brilliancy. 

The cells of the chorionic tufts, and of other embryonic 
structures, react in the same way with iodine \ as shown 
long ago by Claude Bemard. Bock and Hofmann like- 
wise made use of iodine staining, when studying the vari- 
ations in the amount of glycogen contained in the liver 
cells. In normal stratified pavement-epithelium, also, as 
well as in carcinomata of luxurious growth, Schiele — a 
pupil of Langhans — found glycogen in abundance. The 
fact, that a large part of the glycogen is extracted from 
the cells of sections which are placed in watery Solutions 
(in alcohol, as we know, glycogen is insoluble), was 
recently discovered by Ehrlich ; and, in consequence, 
this substänce naturally escapes Observation. To pre- 
vent this Solution or diffusion of the glycogen, he adds 
mucilage of gum arabic to the iodine Solution, making a 
thin fluid, in which the preparations are both examined 
and preserved. Emplopng this method, Ehrlich found 
that in diabetes glycogen, in large quantities, regularly 
appeared in the epithelial cells, lining the renal urinif- 
erous tubules, and, particularly, in the boundary layer 
between the cortical and medullary structures. 
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Corpora Amylacea. 

Starch (amylum) granules, as is well known, are stained 
a deep blue color by iodine, a fact which renders their 
detection certain, when they are present in the contents 
of the stomach, intestine, or buccal cavify, or when they 
occur as a chance impurity. 

The so-called corpora amylacea, of almost regulär oc- 
currence in degenerative processes of the nervous System 
and in the white substance of the brain and cord of 
elderly individuals, possess a certain, but purely external 
resemblance to starch granules ; though they are to be 
regarded as degenerative products of the medullary 
sheaths. Iodine imparts to these a deep wine-red color. 

Furthermore, certain concretions, which are sometimes 
found in the lungs and very frequently in the prostate 
gland, are also designated as corpora amylacea. These 
colorless or yellowish-brown bodies are characterized by 
a concentric striation, and by a more or less intense 
stain, which is imparted by iodine, — the color varying 
from wine-red to brownish-black. As to their nature 
and significance, little is known ; but they are entirely 
distinct from starch or amyloid. 

Amyloid. 

The amyloid substance is characterized by the wine-red 
color, which it assumes when exposed to the action of 
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iodine. And here, too, quite weak Solutions, of ** cognac- 
color " {Cognacfarbc\ are best employed ; for, though the 
reaction ensues more gradually, requiring several min- 
Utes, the result is clearer and more beautifuL 

In many cases of amyloid degeneration the color 
changes, ranging from a dark-green to a blue, when sul- 
phuric acid is added. Having been slightly stained — to 
a light yellow — with iodine, the section is placed in a 
one-per-cent. Solution of sulphuric acid ; when the 
reaction occurs, either immediately, or in the course of a 
few minutes. As already stated, this blue or green stain, 
by which the altered structures are contrasted with their 
surroundings much more vividly than when iodine alone 
is employed, does not appear in all instances of amyloid 
degeneration, — the sulphuric acid frequently producing 
no change of color, but simply intensifying the brown- 
red tone. 

Furthermore, one finds in many cases of amyloidal 
change, that some of the degenerated elements become 
green, or blue, with iodine and sulphuric acid, while 
others asume only a dark-red color. For example, in 
several cases, now before me, the arteries and vasa 
afferentia of the kidney became dark-red ; while a deep 
blue distinguished the Malpighian bodies. This picture, 
which is extremely striking by reason of its regularity, is 
but seldom seen, apparently ; though, in the case of 
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amyloid arteries for example, one frequently observes 
that the greater part is tinged a red color, while only a 
few scattered patches of blue are visible. It is possible, 
that these variations in color depend upon the age of the 
amyloid^ the more recent places being stained red by 
iodine and sulphuric acid ; the less recent, blue. Thus, 
I have often seen the arteries and capillaries of the 
greatly enlarged splenic corpuscles tum blue ; while the 
vessels of the less diseased, and hence presumptively 
younger, pulp were stained red. Further distinctions be- 
tween these two kinds of amyloid have not, thus far, 
been discovered. 

Both without staining, and when the aniline dyes are 
employed, the amyloid exhibits only a homogeneous 
quality ; where treatment with iodine and sulphuric acid 
discloses the well-marked distinction in color. 

The characteristic reaction with iodine has thus far 
proved to be a necessity, in the microscopical diagnosis 
of amyloid. Other colloid and hyaline substances possess 
its homogeneous, glistening appearance, but are stained 
only a light yellow by iodine. The red color, which re- 
sults from treatment with violet aniline dyes, is not 
always characteristic of amyloid, as it appears. Casts of 
the tubuli uriniferi, for example, are often stained red by 
aniline violet ; while iodine imparts to them merely 
a yellow tone, which, in case the action be too strong, 
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merges into brown.* From this, it is to be concluded, 
that casts which are stained red by aniline are not made 
up of amyloid proper : perhaps they represent an early 
stage of this substance. 

The chemical nature of amyloid has been the subject 
of much study ; and it is knowti, that it is a substance, 
rieh in nitrogen, and allied to the albuminous bodies. 
On the other band, the cause of the reaction with 
iodine, either alone or combined with sulphuric acid, — 
a reaction from which it has received its very in- 
appropriate name, — ^is completely unknown. We are 
quite Ignorant concerning the chemical nature of the red 
iodine combination, or of the blue structures into which 
sulphuric acid transforms the same. 

It is to be observed, that Cholesterine, also, takes quite 
a dark color in a weak iodine Solution ; and, if a drop of 
strong sulphuric acid be permitted to pass under the 
cover-glass, a beautiful blue color is likewise imparted to 
the edges of the tablets. 

II. — Carmine. 

The introduction of carmine-staining dates from the 
year 1858, and was due to the labors of Harting and 
Gerlach. 

♦ In certain cases, liowever, the casts assume a reddish-brown 
shade with iodine. 
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a, Ammonia-Carmine. 

In the original formula of Gerlach, the carmine was 
dissolved in ammonia, about one part of finely pulverized 
carmine being dissolved in one part of the strong liquor 
ammoniae and from fifty to one hundred parts of water. 
The mixture is exposed to the air for twenty-four hours 
to permit the evaporation of the greater part of the am- 
moniae, after which it is filtered. The less free ammonia 
contained in the Solution, the more admirable its effects ; 
but its liability to mould, renders its frequent renewal 
necessary. 

The carminate of ammonia stains a large number 
of the substances occurring in the animal economy, and 
very quickly, too ; while the stain is real, or permanent, 
particularly, when, after a thorough washing, the section 
is placed in a weak Solution of acetic acid, for the latter 
agent's fixing or mordant effect. 

If the washing be not effectual, the section will be 
completely ruined by the granulär carmine precipitate, 
which forms in the acetic-acid Solution. 

This agent tinges the protoplasm and nuclei of almost 
all cells, the fibrillar basement-substance of connective 
tissue, smooth and striped muscular fibres, the matrix of 
osteoid tissue and of decalcified bone, fibrine, the neuroglia, 
the axis-cylinders of nerves, most colloid substances, etc. ; 
while the matrix of hyaline cartilage, elastic tissue, the 
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comeous structures, the medullary sheaths of nerves, fat, 
mucus, calcined bone, etc., remain uncolored. 

Ammoma-carmine is principally used in the study of the 
nervous system, to demonstrate the axis-cy linders, 

Nexvous tissue is hardened, for the most part, in Solu- 
tions of the chrome salts, as we have already said ; and 
the time required for the staining is proportional to the 
length of time the specimen has remained in the harden- 
ing fluid, several days often passing before a color of 
suflScient intensity is obtained. And, particularly, when 
very small axis-cylinders are to be investigated, as those 
of the optic nerve, which require a very deep stain, this 
drawback makes itself feit. In these cases the tingeing 
may be intensified, or hästened, by placing the carmine 
Solution in an enclosure, heated up to 50° C, or 122° F. 
(Obersteiner); when an hour, or even less, suffices to 
secure the desired result. 

Henle and Merckel have given us another method^ 
deserving of great commendation : the section is first 
placed in a Solution of the chloride of palladium (1-500) 
for about ten minutes ; when it becomes straw-colored ; 
after which it comes into the carmine Solution. Only a 
few minutes now elapse before it is stained a deep red ; 
and, after being carefully washed in water, dehydrated 
in alcohol, and rendered transparent by the oil of cloves, 
it may be examined. By this method the medullary 
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sheaths are stained yellow ; the neuroglia, ganglion cells, 
and axis-cylinders an intense red. 

If it be desirable to render the nuclei conspicuous 
also, this may be affected by placing the section, already 
stained by carmine, in a Solution of haematoxyline. (See 
page 76.) 

These double stainings are to be particularly recom- 
mended for the investigation of secondary degeneration 
of the spinal cord, sclerosis, atrophy, etc. The diffuse 
red stain of the neuroglia, however, is frequently a dis- 
turbing feature in preparations thus treated ; aiid, to 
remove this, Ranvier lays the sections, after the carmine 
staining, in an alcoholic Solution of forraic acid (formic 
acid, one part ; alcohol, two parts) for five to ten hours ; 
when axis-cylinders and nuclei remain red, while the neu- 
roglia is decolorized. (Campt, retid,, 1883, Nov.) 

Ammonia-carmine is, moreover, largely employed in 
the examination of the osseous system, Here, too, double 
staining (ammonia-carmine and haematoxyline) can be 
employed with advantage. 

In the investigation of rachitis and osteomalacia in 
particular, is this accentuation of the osteoid tissue, by 
the use of ammonia-carmine, of real value ; and, for 
this purpose, it is best to make use of fresh preparations, 
/. e, such as have not undergone artificial decalcification. 

Many modifications of carmine-staining have been 
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proposed and recommended ; but we shall here mention 
only a few, which have a special value in the study 
of pathological anatomy. 

b, Picro-Carmine. 
{Schwär Zy Ranvier!) 

The picro-carmine of the shops, is generally useless ; 
and Weigert advises the addition of a small quantity of 
acetic acid to this, in order to obtain a good staining 
agent. Should a precipitate occur, this can easily be 
dissolved with a trace of ammonia. 

The author prepares a picro-carmine, which stains 
very rapidly, after the following recipe : From two to 
four parts of a saturated Solution of picric acid are 
slowly added to one part of ammonia-carmine (i car- 
mine, i ammonia, 50 water), the mixture being continu- 
ously stirred. The picric-acid Solution is finally added 
drop by drop, tili the precipitate, which forms at first, is 
no longer dissolved by stirring. The amount of picric 
acid necessary is proportional to the quantity of ammonia 
present. The mixture is now filtered, and for each 100 
c. c, a few drops of carbolic acid are added, to prevent 
decomposition of the fluid. Any cloudiness which may 
subsequently ensue is dispelled by a few drops of liquor 
ammoniae. 

This staining ^ ^rviceable in the majori ty of 
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• 

instances, as it effects a double staining in a few minutes, 
the nuclei becoming a deep redy the fibrillar substance of 
the connective tissue, etc., assuming a Ught-red shade ; 
while the protoplasmic structures, the smooth and striped 
muscular fibres, the comified Clements, most hyaline and 
coUoid substances, etc., are stained a more or less deep 
yellow, 

The contrast often becomes still more striking, if, after 
the staining process, the sections are placed for half an 
hour in glycerine, to which hydrochloric acid has been 
added (one part of hydrochloric acid to one hundred 
parts of glycerine). The picro-carmine Solution stains 
more rapidly and deeply when it contains some free 
ammonia ; but, in such a case, the carmine stain at first 
predominates, and only by treatment with the acidulated 
glycerine is the red dye removed from the protoplasmic 
and intercellular substances, etc., thereby exposing their 
yellow picric tinge (Neumann). At the same time, how- 
ever, the red dye is fixed in the nuclei. It remains to be 
Said, that the red nuclear stain is permanent in neutral or 
acid fluids ; while the yellow picric stain disappears quite 
early. To preserve the yellow shade in the preparations, 
it is customary to add picric acid to the water, glycerine, 
and alcohol, which are to be employed ; but only in 
quantities sufficient to produce in them a light-yellow 
tinge. When this is done, the picro-carmine stains may 
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be well preserved, both in glycerine and in Canada 
baisam. On account of the ease with which the double 
tinging is produced, — the sharp prominence of the nuclei, 
on the one hand ; on the other, of the protoplasm, hya- 
line substances, comeous tissue, smooth muscular fibres, 
etc., — a special value attaches itself to picro-carmine. 
The discovery of tubercles in scrofulous granulations, 
in tissues affected with lupus, etc., has been materially 
facilitated, in the author's case, by the employment of 
this method ; while, for the nervous and bony structures, 
-sir:^ many glands, etc., picro-carmine may be highly com- 

str: mended, also. 

g ht c* Boraz-Carmine 

at i"^ {Grenacher.) 

.j]i2C Carmine 0.50 

\^; Borax 2.00 

ff thei: Distilled water 100.00 

> ^ov These are mixed in a porcelain dish, and heated to the 

5 jo be boiling point. While the bluish-red fluid, thus produced, 

jj^öi is being stirred continuously, diluted acetic acid (about 

^ quite live-per-cent.) is added, drop by drop, until the color of 

JJQIJ5, the mixture changes into that of the ammonia-carmine so- 

j^^ lution. After Standing for twenty-four hours, it is de- 

I jjj canted and filtered. As a preservative, a few drops of 

jl^y carbolic acid are added. 

^^ A section, which is placed in this Solution, is deeply 
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stained, in the course of a few minutes ; but, in conse- 
quence of the diffusion of the color, it becomes practi- 
cally useless. On the other hand, the tnost beautiful^ 
isolatedy nuclear siaining is obtained, if the section be 
now placed in a receptacle, fiUed with hydrochloric acid, 
alcohol, and water, in the following proportions : 
Hydrochloric acid . . . . i.oo 

Alcohol 70.00 

Distilled water 30.00 

In this fluid, the section immediately surrenders a por- 
tion oi its coloring matter, which invests it in the form 
of a red cloud ; and, after the lapse of from a few min- 
utes to half an hour, the specimen is washed in water or 
alcohol, and examined in glycerine or oil of cloves. 

This method affords the most interne nuclear staining ; 
but, in employing it, the action of the hydrochloric acid 
must be taken into consideration, and allowed for ; as, 
Solution of the lime salts, swelling of the fibrine, proto- 
plasm, fibrillar substance, etc. 

d, Alum-Carmine. 

(Grenacher.) 

One gramme of carmine is warmed up with 100 c. c. 
of a five-per-cent. Solution of alum ; and the mixture 
is permitted to boil for twenty minutes. After cooling, 
it is filtered. 



Digitized by 



Google 



REAGENTS. 75 

By the use of this fluid one ohtains, in from five to ten 
minutes, an almost purely nuclear tingeing ; though this 
is not quite so intense, as that afforded by the preceding 
borax-carmine. 

e, Alum-Cochineal Fluid. 

{Partsch and Czokor,) 

One part each, of the finest cochineal (of which car- 
mine is a derivative) and alum, are boiled down, with 100 
parts of water, to half the original volume ; when a 
trace of carbolic acid is added, and the fluid is filtered. 

The eflFect of this staining fluid is quite similar to that 
of the preceding alum-carmine. I esteem it, when a 
simultaneous staining of the nuclei and axis-cylinders, in 
sections of the cerebro-spinal axis, is desirable, after pre- 
vious hardening in Solutions of the chrome salts. The 
staining takes place within twenty-four hours ; when the 
nuclei are found to have a color shading more into the 
violet, than that of the axis-cylinders. 

/. Lithium-Carmine. 

{OrtA.) 

Two and one half parts of carmine are dissolved in 
one hundred parts of a saturated Solution of the carbonate 
of lithium. 

In this fluid, sectiqns are stained in a few minutes ; 
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andy atter partial decolorization in acidulated alcohol 
(see sect. r), magnificent nuclear staining is the result. 

PicrO'lithium-cartnine is prepared by adding two to 
three parts of a saturated Solution of picric acid to the 
preceding staining fluid. 

This agent, also, stains very quickly, and affords the 
advantage of double tingeing, just as does picro-carmine. 
Here, too, a subsequent partial decolorization can be 
effected in glycerine, or alcohol acidulated with hydro- 
chloric acid ; whereby the colors are more vividly con- 
trasted. Inasmuch as this fluid keeps very well also, we 
feel justified in indorsing it highly. 

1 2. — HiEM ATOXYLINE. 

Weigert* s Method of Staining the Cerebro- Spinal Centre. 

Staining with haematoxyline, is one of the most certain 
and excellent modes of rendering the nuclei of cells 
markedly conspicuous. The haematoxyline crystals dis- 
solve readily in alcohol, f orming a brownish tincture. If 
a small quantity of this be added to a watery solutioi^ of 
alum, a blue-colored fluid is produced in a few minutes, 
which only attains its füll staining power in the course of 
a few days. At the same time, or soon afterward, a 
granulär Separation of the dye also begins, which is 
detrimental to preparations treated with this Solution ; 
accordingly, it must always be f reshly iiltered before use. 
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To obtain a lasting fluid, of constant staining capacity^ 
the foUowing formula may be employed : 

Haematoxyline 2.cx> 

Alcohol ...... loo.cx) 

Distilled water loo.oo 

Glycerine icx>.oo 

Alum 2.00 

If occasion arise, a little acetic acid may be added to 
avoid over-staining (P. Ehrlich). It is to be remarked, 
that this fluid only reaches its füll staining power eight 
days after its preparation. 

If a section be laid in this brown fluid, it is very 
quickly stained brown, also ; but, after being washed in 
distilled water, this color changes in a few minutes to 
blue. We then find, that the stain is almost entirely con- 
fined to the cell nuclei and (most) bacteria^ which may be 
present Should other tissue elements be stained at the 
same time, acidulated alcohol is to be employed for its 
decolorizing eflFect (see art. ii, sect. ^:.), the nuclear stain 
remaining well preserved. For many purposes, it becomes 
desirable that the protoplasmic substance be likewise 
stained ; and this may be effected by the subsequent use 
of a saturated Solution of picric acid, or with eosine 
(see Eosine). 

From the fact that preparations stained with haema- 
toxyline gradually lose their color in glycerine, they are 
best preserved in Canada baisam. 
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Quite recently, Weigert has acquainted us with a very 
valuable method of employing hsematoxyline staining for 
the cerebro-spinal centre, by which we are enabled to 
exhibit, in an elegant manner, those fine medullated 
nerve fibres which could formerly be demonstrated only 
with the greatest diflftculty.* 

This quite peculiar process is somewhat complicated. 

The specimens are hardened in Müller's or Erlitzki's 
fluid, and, without a previous soaking in water, are im- 
mediately placed in alcohoL The sections, also, must 
not be kept in water before staining, but in alcohol. The 
staining fluid consists of haematoxyline, one part ; alco- 
hol, ten parts ; water, ninety parts. This mixture is 
boiled, and allowed to stand for several days. The- sec- 
tions are exposed to the action of the staining fluid for 
from one to two hours, and, preferably, at a temperature 
of about 40*^ C. (104° F.) ; hence a hatching-oven is em- 
ployed. After being rinsed in water, the deep-black, 
strongly overstained sections are, for the most part, 
decolorized in a mixture containing two and a half parts 
of the f errocyanide of potassium, and two parts of borax, 
in one hundred parts of water. The Solution is permit- 
ted to act from half an hour to an hour, or until the gray 
substance appears of a yellowish tinge, — the white sub- 
stance remaining black. The sections are now well 

♦ Fortschr, d. Med,. Bd. II. S. 190. 



Digitized by 



Google 



RE AGENTS. 79 

rinsed in water (the potassium ferrocyanide is precipi- 
tated by alcohol), to be afterward placed in alcohol, 
xylol, and Canada baisam successively. 

The white substance (medulla) of Schwann is sharply 
distinguished by the dark tinge, which is imparted to it ' 
by this process ; while the axis-cylinders, ganglia, cells, 
nuclei, etc., remain almost colorless. The long postu- 
lated alteration of the gray matter of the cord in tabes^ 
or locomotor ataxia, which before had been sought for in 
vain, has confidently been demonstrated by the aid of 
Weigert's method. The alteration consists in the atrophy 
of the fine, reticulated nerve fibres within the columns of 
Clark. This result is of great theoretical importance ; 
and, inasmuch as similar changes perhaps remain to be 
discovered (in the cortex cerebri in progressive paralysis, 
in secondary degenerations, in retinal affections, etc.), we 
have described the process at length. Sections prepared 
by this method are extremely profitable. Supplementary 
nuclear tingeing may easily be effected with alum- 
carmine, for example. 

13. — Eosine. 

Eosine forms a fluorescent Solution, which appears 
rose-red by transmitted light ; while reflected light gives 
it a greenish hue. Even in the strength of 1-1,000, it im- 
parts a deep rose-red stain to sections in a few minutes. 
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The coloring is, for the most part, very diffuse, affecting 
the most various structures. Even the red blood-globules, 
in sections taken from alcohol preparations, are stamed 
an intense rose-red, which is still more intense, when 
chrome salts have been used in hardening. Absolute 
alcohol removes the color very quickly at first, more 
slowly later ; so that, with some attention, this agent can 
easily be employed to produce any desired shade of red, 
Staining with eosine alone is only very seldom advan- 
tageous (conceming the eosinophilous cells of the blood, 
see below) ; while it is very of ten employed in double 
staining, with agents possessing an affinity for nucleL 
For the sake of contrast, those agents are best employed 
for this purpose, which stain the nuclei blue ; as 
gentian- or methyl-violet, or haematoxyline. FoUowing 
the example of Renaut, a mixture of eosine and haema- 
toxyline may be prepared, by which the double staining 
is accomplished simultaneously ; and it is only necessary 
to add about 0.5 of eosine to the formula, given for the 
haematoxyline Solution, in order to produce such a 
double-acting fluid. At first the sections generally ex- 
hibit too strong an eosine stain ; but, after a short bath 
in alcohol, the proper shade appears, when the section 
is generally best examined in oil of cloves. 

In very many instances this method of staining sections 
is the best and most convenient. The nuclei of the 
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lymphoid ceUs generally appear the deepest stained, then 
those of the capillaries, other endothelial cells, the con- 
nective tissue ; less deeply, the epithelial nuclei, etc 
Variations in the intensity of stain also appear in the 
protoplasm, rendering the recognition of the individual 
Clements possible, even with low powers. For example, 
the investing celis of the gastric follicles, the giant-cells 
of tubercle, etc., take an especially deep color. 

14. — Aniline Black (Nigrosine) — Aniline Blue. 

These two agents have a very similar action, and are 
used for staining the axis-cylinders, in sections of nervous 
tissue. The section is placed in a Solution of about one 
per Cent, for a few minutes, when it takes a very dark 
tinge. It is subsequently washed in alcohol, and thus 
deprived of most of its color. When the proper shade is 
obtained, which can easily be ascertained with the 
microscope, the section is placed in oil of cloves or 
Canada baisam. The axis-cylinders, ganglion cells, and, 
in a less marked degree, the neuroglia disclose a very 
serviceable blue or black tinge. 

They can also be employed to stain protoplasm. For 
example, even quite weak solulions impart a very dark 
and characteristic stain to the investing cells (the form er 
so-called peptic cells) of the gastric follicles. 
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15. — The Nuclear-Staining, Basic Aniline Dyeä. 

The foUowing basic aniline dyes, employed because 
of their special affinity for nuclear structures, are most 
used : * Vesuvine (Bismarck-brown), fuchsine, gentian- 
violet and methyl-violet, methyl-blue ; besides methyl- 
green, dahlia, magdala, etc. 

These various substances deport themselves very 
similarly towards the tissues, and may, therefore, be con- 
sidered together. They are all quite soluble in water 
and alcohol ; but watery Solutions are employed by us 
almost exclusively, — alcoholic only seldom. It is best to 
keep constantly in stock a concentrated aqueous Solu- 
tion of one or more of these agents, in which there is an 
excess of coloring matter. Immediately before using, 
the amount needed is passed through a filter. It is 
often convenient to have, instead of this opaque, deeply- 
colored Solution, a weaker and less concentrated one — 
about I to IOC — on hand, to which about ten per cent. 
of alcohol may be added for its preservative effect. 

* These staining agents may be obtained either directly f rom dealers 
in dye-stuffs, or through those opticians mentioned in Chapter I., 
Art. 3.— S. Y. H. 



Digitized by 



Google 



RE AGENTS. 83 

NUCLEAR StAINING. 

{Non-nucUaUd cells.) 

If a section be placed in otu of these Solutions for a short 
tim^ — a few minutes^ — it becomes very deeply tinged ; and^ 
if it b€ was kfd in water andexamined^ an almost universaliy 
diffused, uniform^ and hence useUsSy coloration is found, 
Only after the action of alcohol, do the advantages of the 
staifiing becomc appareni. When placed in a small dish 
containing alcohol^ the section gives up a large amount of 
coloring matter y whichforms a fioating cloud about it ; and 
when, after the lapse of a few minutes, it is again placed 
under the microscope, the beautifully distinct color of the 
nucleiy etCy is remarked, As a general thing, the niulei of the 
lymphoid cells y as well as those of the connective tissue and 
endothelial cells, are much more deeply stained than the epi- 
thelial nuclei, Almost all of the remaining substances 
are still uncolored ; but there are some few excepticns, 
which will be considered presently. 

The process, accordingly, is a short one : the section 
remains in the dye-liquid for a few minutes, then in alco- 
hol for a like time ; whence it is transferred either to oil 
of cloves, which renders the unstained structures nearly 
transparent and ready for mounting in Canada baisam ; 
or, on the other band, it is again placed in distilled 
water, and examined in glycerine. 
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It is to be remarked here, that the colors are well pre- 
served, when the sections are mounted in baisam ; while, 
in glycerine, the nuclei retain their color only when Bis- 
marck-brown, or vesuvine, has been used, — the stain o£ 
methyl-violet, etc., being gradually obliterated in this 
medium (Weigert). 

For this reason, and for the majority of purposes, 
staining with Bismarck-brown is to be specially com- 
mended, and particularly, too, when the sections* are 
fresh ; as these produce no precipitation in Solutions of 
Bismarck-brown, while, in a Solution of methyl-violet, 
they effect a troublesome granulär deposit. 

By means of this distinct, isolated nuclear staining, which 
may be produced not only by the aniline dyes mentioned 
but also by haematoxyline, picro-carmine, borax-carmine, 
lithium-carmine, etc.. Weigert was led to the important 
discovery, that, in a large number of pathological pro- 
cesses, the cell nuclei disappear, either universally, or at 
least in certain categories of cells, — a fact which thereto- 
fore had remained practically unknown. The absence 
of nuclei was first detected in the cells of the deep layers 
of the epidermis in small-pox ; then, in diphtheria ; 
again, in various organs in the neighorhood of colonies 
of micrococci ; in the convoluted uriniferous tubules, in 
cases of chrome poisoning ; in renal infarcts ; cheesy de- 
generations, etc. 
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It soon appeared, that the absence of nuclei occurs in 
necrosed cells, that remain exposed for a certain time 
after death to the action of the nutritive juices, which 
circulate, though in a lessened degree, through the 
lymph lacunae. In many instances, the protoplasm of 
the cells assumes at the same time a brightly glistening, 
homogeneous appearance ; and these are the caseS for 
which Cohnheim introduced the expression "coagula- 
tion-necrosis." This tenn has since been often misap- 
plied, and should, in my opinion, be limited to those 
cases in which coagulation, in addition to necrosis, has 
been demonstrated, or at least rendered probable. In 
any event, every cell, upon the nucleus of which a specific 
staining procedure does not act properly, should not be 
regarded as a victim of " coagulation-necrosis." It 
should be stated of aniline stainings, that the nuclei 
of quite normal epithelial cells may sometimes appear 
perfectly colorless, when the staining ensues in a Solution 
of acid reaction, or when dilute acetic acid is employed 
as a decolorizer in addition to alcohol. Moreover, it has 
by no means been proved, that every cell, the nucleus of 
which cannot be demonstrated, is to be regarded as 
necrotic ; and, hence, in such doubtful cases of cells 
without colorable nuclei, it is as well not to speak im- 
mediately of " coagulation-necrosis." 

Before the complete disappearance of the nucleus, 
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small, deeply stained granules are often found in its 
place, which may indeed be regarded as the remains of 
the disintegrated nucleus, though often mistaken for 
micrococci by beginners. Their variable size, however, 
amply distinguishes them from these microbes. 
Besides the nucleus, this method stains : 

1. The matrix of hyaline cartilage. 

2. Mucous substances, and particularly the mucous 
Contents of glands. 

3. Most forms of the micrococcus and bacillus, 
microbes which we shall soon consider further. 

4. Certain protoplasmic granulations, — the protoplasm 
of the so-called nutrition cells. 

Nutrition Cells. 
{Mastzellen,) 

These so-called nutrition cells, the objects of Ehriich's 
careful study, are neariy spherical, though sometimes flat 
and spindle-shaped, structures about twice the size of 
lymphoid cells. They consist of a quite coarsely granu- 
lär protoplasm, whose granules are deeply stained by the 
basic aniline dyes employed in the mann er described 
above. When the violet dyes are used, the granules 
assume a reddish shade ; while the nucleus remains un- 
stained, and appears like a bright spot in the midst of 
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the strongly stained particles of protoplasm. The cells 
are distributed throughout the connective tissue^ but are 
especially numerous in mucous membranes and in sub- 
mucous tissue. The intermuscular tissue, serous mem- 
branes, etc., also contain them, though nearly always 
isolated from their fellows, and lying for the most part 
in the vicinity of vessels. Very little is known as yet of 
their physiological or pathological significance ; while 
their connection with nutrition cannot be demonstrated. . 
They are present in large numbers in slowly growing 
formations of connective or granulation tissue ; as in 
elephantiasis, and in the neighborhood of tumors. 

They have also been discovered in leucaemic blood, 
but are wanting in normal human blood. 

Amyloid Staining with Violet Aniline Dyes. 

The basic aniline dyes, methyl-violet and gentian- 
violet (Leonhardi's fluid which was formerly sometimes 
employed probably contains one of these substances), 
exhibit a peculiar reaction with amyloid substances, — as 
Heschl, Juergens, and Comil discovered almost simul- 
taneously, — staining them a deep red ; while the nuclei, 
etc., are colored blue. The red color of the amyloid is 
unaflfected by dilute acids, but in alcohol it is immedi- 
ately extracted (the light reddish tinge of the nutrition 
cells is preserved in alcohol). 
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Accordingly, preparations which are stained in this 
way cannot be decolorized with alcohol in the ordinary 
manner ; but a dilute acid, as a one-per-cent. Solution of 
acetic acid, is employed for this purpose. 

In the first place, however, the objects are not tinged 
too deeply, a more dilute staining fluid — about i to i,ooo 
— being employed ; but, even in this strength, a few 
minutes suffice for the Operation. Glycerine is em- 
ployed for the examination and mounting of the sec- 
tions ; though it is true, that in this medium the nuclear 
stain disappears in time. 

The distinction between the red amyloid and the re- 
maining blue portions of the object is very apparent ; 
besides which a distinct blue nuclear tingeing is present 
in well-prepared specimens. As a consequence, this 
method possesses great advantages over the only one 
formerly known for staining amyloid ; viz. iodinc, or 
iodine and sulphuric acid. 

By a systematic employment of this method, Eberth, as 
we know, arrived at the important conclusion, that the 
cellular elements of the liver, kidneys, and spieen, for 
example, as well as the smooth muscular fibres of vessels, 
are never the subjects of amyloid degeneration, but that 
this always affects the intercellular substance and homo- 
geneous membranes only. For the decision of these 
questions the aniline method is decidedly superior ; but 
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caution must be exercised, for the reason that every red 
tinge cansed by methyl-violet does not of necessity in- 
dicate genuine amyloid degeneration. Other hyaline 
formations also, perhaps closely allied to the amyloid 
substance, such as certain urinary casts, for example, ex- 
hibit the reaction, though they cannot be regarded as 
amyloid. The two varieties of amyloid, which, as we 
have Seen, are disclosed by the iodine and sulphuric- 
acid reaction, receive a uniform tinge when the aniline 
dyes are employed. 

Curschmann has recently recommended methyl-green 
as a staining agent for amyloid, as this renders the 
amyloid parts violet ; the normal stibstance, and particu- 
larly the nuclei, green. The difference in color is cer- 
tainly very striking ; but the violet tinge of the amyloid 
is due simply to the chance admixture of methyl-violet 
in the impure methyl-green of the shops. As a general 
thing, the employment of impure manufactures is not to 
be recommended for our purposes ; but we should rather 
cleave to definite chemical substances in the purest State. 

DEMONSTRATION AND STAINING OF 
BACTERIA. 

The staining of bacteria has played a prominent röle 
in the important discoveries relating to infectious dis- 
eases, which have been made of late years ; and, there- 
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fore, we need no excuse for considering the subject more 
at length than the limited scope of this little work would 
seem to Warrant. 

a, Demonstration of Unstained Bacteria. 

To demonstrate unstained bacteria in the tissues, we 
usually avail ourselves of a quality, by virtue of which 
these microbes are able to resist the action of acids and 
alkalies. A section, taken from a fresh specimen or 
from one hardened in alcohol,* is rendered almost 
wholly transparent by the action of strong acetic acid or 
a dilute — say two-per-cent. — Solution of caustic potash 
or caustic soda ; and, amid the few Clements which 
resist this treatment, the bacteria immediately become 
prominent : 

I. — From the Characteristic Form of the Individuctl 
Organisms. 

This is especially true of the bacillar forms, which, at 
the raost, can only be confounded with diminutive crys- 
tals. Thus, the bacilli of typhoid fever and tuberculosis 
can be very well demonstrated in the organs by this 
method ; though it is best to employ specimens which 

* Hardening in chromic acid, Müller's fluid, etc., is not adapted to 
the study of bacteria ; inasmuch as. this acid and its salts occasion 
abundant dark granulations in the tissues, which are cleared up with 
difficulty. 
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have been in alcohol only a short time, as, otherwise, the 
sections do not usually become thoroughly transparent. 
Klebs and Baumgarten have laid decided stress upon 
this point. 

However, a sufl&cient degree of cleamess can almost 
always be secured, even in the case of old alcohol prepa- 
rations, by mounting the specimen in liquor potassae or 
acetic acid, and heating the slide tili ebullition begins. 

2. — From their Characteristic Groupings. 

The individual microbes become joined together m 
linear groups of two or more, forming diplococci, Strep- 
tococci, streptobacteria, etc., or are aggregated into colo- 
nies — gliacoccus, etc. 

In such cases the possibility of confounding the 

microbes with inorganic precipitates will very seldom 

arise ; while the fact that the micro-organisms resist the 

action of ether and Chloroform, serves to distinguish 

"them from minute fat-globules. 

The recognition of the chains and groups of micro- 
cocci is facilitated by the peculiar lustre of the individ- 
ual organisms ; by their brownish color, which however 
appears only in the case of certain varieties, and even 
then only when they are present in several superimposed 
layers ; and by their approximately homogeneous nature, 
and sharply defined boundaries under high powers. 
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Absolute certainty as to the orgdnic nature of these objects 
is affordedy when their growth can he demonstrated, This 
can be done, when bacteria are developed in the lumina 
of vessels. Here they distend the vascular parietes in 
an irregulär manner, by reason of their variable growth 
and multiplication, thus forming vaticosc expansions. 
This frequently occurs in cases of metastatic pyaemia, 
endocarditis ulcerosa, etc. ; when the blood-vessels, 
capillaries, and small veins are found to be thus altered 
in form. The author found a similar varicose injection 
of the lymphatic vessels by bacteria in acute croupous 
pneumonia. These forms of " capillary embolism," of 
irregulär distension of capillaries with granulär material, 
had long been observed ; it was already known that 
these emboli became the foci of inflammation ; yet, this 
granulär material was designated detritus, until Van 
Recklinghausen, and soon afterwards Klebs, Waldeyer 
and others, made the important discovery that the 
" detritus granules " represent living, parasitic organisms 
— micrococci, basing their views essentially upon the 
varicose form of the injection. For only a substance 
which is capable of proliferation can produce such an 
unequal, nodular form of vascular injection. This fact 
once proved, it naturally became superfluous to demon- 
strate the phenomena of growth in every individual 
instance, ere making a diagnosis of " micrococcal colo- 
nie" 
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But if we find heaps or chains of small granules in a 
section cut from a fresh specimen^ or front one hardened in 
alcohol ; if these granuUs are nearly uniform in size^ and 
resist treatment with alcohol and ether^ as well as the ener- 
getic action of concentrated acetic acid and the alkalies, even 
when seconded by heaty — then we are jusHfied in pronouncing 
the granules to be organisms. 

In all important and any wise doubtful cases, one natu- 
rally must not fall to employ the staining reaction, in 
the manner about to be described. The discovery of 
bacteria in sections is also greatly facilitated by these 
staining procedures. 

The methods employed for the cultivation of microbes 

will not be considered here ; but, for particulars, the 

reader is referred to the classical exposition of Koch in 

the " Communications of the Imperial Board of Health," 

1881. 

b, Staining of Micrococci, etc. 

Bacteria, and the nuclear substance of cells, are af- 
fected by dyes in a very similar manner ; but the former 
are markedly distinguished by their resistance to alkalies, 
in which the nuclei are immediately dissolved. The 
methods foUowed in nuclear staining may accordingly be 
employed for most forms of bacteria ; and, inasmuch as 
we here have to do with very minute bodies, our efforts 
should be directed toward the production of the most in- 
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tense staining effect possibU, For this purpose, haematoxy- 
line and the nuclear-staining carmine dyes are less fitted 
than the basic aniline dyes (Weigert)^ Quite concen- 
trated aqueous Solutions of these latter are accordingly 
used, — a considerable addition of alcohol injuring the 
staining power of the Solution. 

According to Koch, the tingeing may be f urther inten- 
sified by conducting it in a closed receptacle, the tem- 
perature of which is raised to about 50° C. (122° Fahr.). 

The staining occupies from a few minutes to half an 
hour ; and the subsequent decolorization in alcohol — 
which must be pure, and, above all things, free from acid 
reaction — should not be too long continued, inasmuch 
as the color of the bacteria also is sometimes gradually 
diminished. For examination, the specimen is always 
mounted in oil of cloves or Canada baisam, and should 
be illuminated by an open Abb6 condensing apparatus. 

The selection of one of the previously mentioned dye- 
stuffs is generally a matter of little importance. Prepa- 
rations which are colored with vesuvine, or Bismarck- 
brown, can be photographed ; on the other hand, the 
blue or red tingeing with gentian-violet or fuchsine usu- 
ally affords the most vigorous and intense pictures for 
ocular demonstration. 

The stained bacilli are unmistakable ; but the micro- 
cocci might be confounded with the remains of disinte- 
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grated nuclei (see " Nuclear Staining "), or with the 
granules of nutrition cells. Their varying size, however, 
and the fact that they occupy the site of the original 
nuclei, generally serve to distinguish the former ; while 
the latter are also easily recognized, as they lie grouped 
about the centrally disposed nucleus, which has remained 
unstained. Yet, the recognition of these things is at- 
tended with a succession of apparently insuperable diffi- 
culties for one unaccustomed to accurate Observation. I 
have often known an investigator to be disposed to regard 
as micrococci, stained mucous coagula of irregulär shape, 
or other purely accidental substances. Others permit 
their sections to lie for days in impure water instead of 
alcohol ; when bacteria in abundance collect upon their 
surfaces and edges, occasioning much perplexity, if the 
sections be subsequently stained. There are, indeed, 
natures which never, or only after long and painful train- 
ing, become competent to undertake histological investi- 
gations of the finer order. 

Now, are all parasitic micro-organisms colored in this 
manner ? No, such is not the case. One might as soon 
expect a universal method for histological investigations 
in general, as a single mode of demonstrating these mi- 
crobes. In the first place, however, the micrococcus, 
and, so far as is known, all its varieties, are stained in the 
manner described. Only this restriction must here be 
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made, that thc raicrococci usually lose the power of re- 
ceivingor of retaining the coloring matter after death ; and 
one quite frequently finds, in addition to deeply stained 
aggregations of micrococci, much paler, and even quite 
colorless, granulär coUections in the interior of organs, 
which in all probability may be regarded as lif eless micro- 
cocci. In the moniliform arrangement of micrococci also, 
variations in the intensity of the color of individual mem- 
bers of the chain are observed, which admit of a like inter- 
pretation. Nevertheless, it is possible that further study 
will disclose the fact, that the various species of micro- 
cocci differ in their color receptivity ; though, as yet, 
nothing of this sort is known. 

The micrococci of malignant endocarditis, pyaemia, 
crysipelas, gonorrhoea, etc., deport themselves quite uni- 
formly toward the method employed by us. 

The micrococci of pneumonia, as we know, are char- 
acterized in many instances by a peculiar capsule, which 
can be only slightly stained with gentian-violet and fuch- 
sine ; while the coccus itself takes a very dark tinge. 
Bismarck-brown and methyl-blue impart a nearly, or 
quite, uniform stain to both capsule and coccus. 

The spirilla of relapsing fever have a special place. 
Most investigators have completely failed in their en- 
deavors to demonstrate these in situ in the tissues. As 
is known, the spirilla are differently constituted from 
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most of the other forms oi bacteria, being quickly de- 
stroyed by acids and alkalies, — ^yes, even by distilled 
water. In this thcy resemble protoplasm rather than 
nuclear substance, and, accordingly, cannot for the most 
part be stained by the processes usually employed for 
nuclei. R. Koch alone, the greatest master in this field, 
by employing brown aniline dyes has succeeded in stain- 
ing these organisms in the substance of organs also, and 
in photographing them. He declares, that even the dem- 
onstration of spirilla in hardened tissues is a difficult 
task. 

The bacilli deport themselves in various ways. The 
forms which usually appear during cadaveric decompo- 
sition, as well as those of anthrax, take a deep stain ; 
while it was at first denied, that the bacilli of typhoid 
could be tinged at all. This, however, is not true. At 
the most the typhoid bacilli are tinged somewhat less 
deeply ; and even this slight distinction completely dis- 
appears, when the staining is performed in a heated 
enclosure. On the other hand, small unstained points 
are found within these microbes, — apparent Solutions of 
continuity ; partly round, partly elliptical, and taking up 
about half the width, and over, of the bacillus. Pos- 
sibly, these are the spores of the bacilli ; possibly, " vacu- 
oles." According to Gaffky, another kind of spore 
formation occurs in the bacilli of abdominal typhus, 
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whcn cultivated at the temperature of thc body — ^viz., 
terminal spores, of the width of the bacillus. 

The bacilli of lepra are colored by gentian-violet, 
methyl-violet, and fuchsine, but not by Bismarck-brown ; 
and one finds in them also unstained spots, similar to 
those of the typhoidal bacillL 

c. Gram's MetluxL 

While both bacteria and nuclei are stained by the 
method already described, and which until recently was 
the only one eraployed for these microbes, Dr. Gram, of 
Copenhagen, my esteemed friend and co-worker, has 
lately succeeded in discovering a process for the isolated 
staining of bacteria,* which, for most cases, may be re- 
garded not only as the best, but as a wellnigh ideal, 
method for effecting this result. 

Oftentimes, indeed, the strongly stained nuclei conceal 
the bacteria, which are always much smaller, and, con- 
sequently, often only slightly colored. For this reason, 
when the old Weigert process is eniployed for substances 
rieh in nuclei, — as the spieen, lymphatic glands, the 
lungs in pneumonia, granulation tissue, etc., — it becomes 
necessary to make use of especially thin sections ; and, 
even then, one often experiences considerable difficulty 
in seeing and demonstrating these minute organisms. 

*Gram : Fortschritt d. Med., 1884, S. 185. 
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By Gram's method the bacteria alone remain stained : 
all eise becomes completely colorless ; while the intense 
dark-blue color of the microbes must render almost 
every individual organism which is present in the section 
immediately apparent to the observer. 

In the first place the method is purely empirical. 
Ehrliches Solution of gentian-violet in aniline water is 
employed for the staining. Finely pulverized gentian- 
violet is placed in a glass bottle to the depth of about 
two finger-breadths ; and upon this, aniline water is 
poured. This aniline water is a saturated Solution of 
aniline (a yellowish, oleaginous fluid) in water, and may 
be quickly prepared by shaking up 4 parts of aniline in 
100 parts of distilled water. The surplus aniline, which 
partly settles to the bottom of the vessel and is partly 
suspended in the water, thereby causing a slight colora- 
tion, is removed by filtration. This perfectly clear 
aniline water is, as we have already stated, poured upon 
the dry gentian-violet ; when, if the mixture be frequently 
shaken, a saturated staining fluid is quickly (at all events 
in 24 hours) produced. Almost the same result is ob- 
tained by pouring 5 parts of a saturated alcoholic 
Solution of gentian-violet into 100 parts of aniline water. 

By loosely closing the bottle with a funnel, armed with 
filter-paper, any quantity of the Solution which may be 
desired can always be filtered into a small dish without 
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further trouble. The same filter may be employed 
many times ; and the fluid remains unchanged for weeks 
and months. 

The section of an alcohol preparation (or the cover- 
glass with its adherent dry specimen) which is to be ex- 
amined, is placed in this fluid for a few minutes, after 
having previously lain in absolute alcohol only^ not in 
water or diluted alcohol. Now very deeply stained, the 
section is transferred to a weak Solution of iodine and the 
iodide of potassium (iodine i ; iodide of potassium 2 ; 
distilled water 300), when a dark precipitation ensues. 
After being in this fluid for 1-3 minutes, the section is 
placed in absolute alcohol. In this latter medium the 
specimen surrenders nearly all its staining matter, and 
the alcohol assumes a purple shade ; while the section is 
soon as good as colorless. After being rendered trans- 
parent in oil of cloves, the section is mounted in xyiol- 
Canada-balsam, in glycerine, or in Kleb's mixture of 
glycerine and gelatine. 

While, therefore, all the elements of the tissues appear 
completely colorless (a pale-blue shimmer sometimes re- 
mains in the nuclei), the bacteria come to the front 
as dark-blue, almost lividly stained, granules, rods, fila- 
ments, etc. 

It is clear that this method exposes the bacteria much 
more distinctly, and in greater numbers, than did the 
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earlier staining processes ; and it is possible that this 
mode of procedure will enable us to discover the pre- 
sumptive bacteria in those infectious diseases, of which 
the pathogenic excitants are as yet whoUy, or partly, 
unknown (syphilis, petechial typhus, dysentery, etc.). 

Supplementary tingeing with Bismarck-brown enables 
one to produce very handsome double staining ; the 
bacteria remaining dark blue, while the nuclei assume 
a shade varying from yellow to brown. Thue the precise 
location of the bacteria within the tissues is more clearly 
shown. One sees whether they lie without or within the 
cells, etc. 

It remains to be said Ithat the bacilli of typhoid are lef t 
unstained by this process ; they being decolorized as 
well as the nuclei. In this respect they differ from most 
of the other forms of bacilli. In many cases of pneu- 
monia, too, the cocci become almost completely de- 
colorized by this iodine process. In the majority of 
instances, however, bacteria appear in vast numbers, in- 
finitely more numerous than one would believe possible, 
who had employed the old Weigert process. A com- 
parison of the two methods upon sections of the same 
series is very instructive. Nevertheless, one must con- 
sider that there may be cases, in which the iodine method 
does not disclose bacteria which can be demonstrated in 
some other manner. 
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d. Staining of Tubercle-Bacilli. 

The peculiar effect of the aniline dyes upon the bacilli 
of tuhercle is a matter of great importance. After a con- 
siderable time had been passed in vain endeavor to 
demonstrate anatomically the morbific agent of tubercu- 
losis, — the Statements occasionally appearing regarding 
the discovery of micrococci, etc., in tubercles being 
untrustworthy, — it again devolved upon Koch to prove 
the constant presence of a specific bacillus in the prod- 
ucts of tuberculosis by the aid of a peculiar staining 
process.* And inasmuch as one of the most important 
discoveries of recent medicine is concemed, I should 
here like to introduce Koch's original method ; although 
it has been forced into the background, and is seldom 
used, since the publication of Ehrliches modification, 
which took place soon afterwards. 

Koch gave the foUowing directions : The section, or 
dry preparation (see page 78), is placed in the following 
mixture for 24 hours : 

Distilled water 200.00 

Concentrated alcoholic Solution of methyl-blue . i.oo 

Liquor potassse — 10 per cent 0.20 

thus receiving a dark-blue stain, after which it is placed 
for fifteen minutes in a concentrated aqueous Solution of 

♦ Koch : Die Aetiologie der Tuberculose. BerL klin» Wochen" 
sehr,, 1882, No. 15. 
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vesnvine. It is now washed in distülcd water until the 
blue color has disappeared, learing a more or less deep- 
brown tinge ; when, after being dcprived of its water by 
the action of alcohol, it is cleared with the oü of cloves, 
and examined with the aid of a homogeneous immersion 
lens and open condenser. The nuclei^ as well as most 
varieties of micrococci, now have a brown tinge, as 
though they had been exposed to the action of the 
vesuvine alone. The tubercle-bacilli, on the other band, 
are tinged a deep blue. Koch attributed this result to 
the alkaline reaction of the staining fluid, since the 
bacilli were never stained in fluids which were acid or 
neutral in reaction. The neutral Solution of another 
dye-stuff displaces the first color everywhere, except in 
the tubercle-bacilli, these latter retaining the original 
blue tinge completely. The process, therefore, depends 
upon a specific reaction, by which the bacilli of tubercle 
are alone affected — ^not other forms of bacteria. Only 
the lepra bacilli deport themselves similarly, according to 
Koch — they retaining the blue tinge also ; but these are 
tinged too by the simple nuclear staining process, to 
which the tubercular bacilli react either not at all, or 
only in the slightest degree (see Art. 15). 

Ehrliches modification of Koch*s process, which 
appeared soon after, rests upon the following principles : 
In the first place, he does not employ a Solution of 
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potassa to produce the alkaline reaction of the staining 
fluid, but amline, an oleaginous fluid of a light-yellow 
color, which, in a saturated watery Solution, will dissolve 
much more coloring matter than does the dilute potash 
Solution. As decolorizers he employs strong mineral 
acids. In this he acts upon the theory, that ihe tubercle- 
bacilliy whichy according to Koch, rentain unstained in neu- 
tral or acid staining fluids, white in alkaline Solutions of the 
same coloring agents they become stained, are ifwested by a 
sheath or envelope, which is permeable to fiuids of an alka- 
line reaction only, 

But, after the action of the alkaline staining fluid, not 
only the bacilli are colored, but the nuclei, protoplasm, 
basement-substance, etc., as well ; so that the bacilli 
themselves remain hidden from view. But, if the prepa- 
ration be now placed in acid, the color is removed from 
all the remaining structures, and from any other micro- 
organisms which may happen to be present, because of 
the acid's marked affinity for the coloring-matter. Into 
the bacilli, however, the acid cannot penetrate ; as theirpre- 
sumptive enveloping membranes are impervious to acids» 
Therefore these bacilli remain the only colored bodies in the 
otherwise completely discolorized preparation, and are thus 
r endered markedly conspicuous, 

Whether this hypothesis of a bacillar envelope which 
is impervious to acids and neutral Solutions, though per- 
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mitting the passage of alkaline fluids, be correct or not, 
the future must decide. As yet, however, it explains 
most of the known phenomena, and has led to the dis- 
covery of a method by which the bacilli of tubercle, and 
these alone, are deeply stained in both tissues and fluids. 
The correctness of Ehrlich's theory has been disputed 
by Ziehl, who succeeded in staining the bacilli of tuber- 
cle by adding carbolic acid (which substance acts for the 
most part like an acid, though not possessing an acid 
reaction) to the aniline dyes. Furthermore, Lichtheim,* 
Giacomi, and others, then declared that simple watery 
Solutions of gentian-violet and fuchsine sufficed to stain 
these specific ipicrobes of tubercle within a reasonable 
time, which could be greatly shortened when warmth was 
employed ; though, to be sure, the staining was not quite 
so inten se as that afforded by the Ehrlich method. Since 
then, a large number of " new methods " for staining 
tubercle-bacilli have been published ; but, where reliable, 
they are all more or less inferior modifications of Ehr- 
liches process. Inasmüch, then, as the latter is complete- 
ly reliable, so far as we know, and excelled by none 
other, we shall limit ourselves to an accurate description 
of this process, which was accepted forthwith by Koch.f 
We ourselves have never had reason to abandon it. An 

*Fortschr. d. Med., Bd. I. 

f Mittheilungen aus dem k. Gesundheitsamt, Bd. 2, 1884. 
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enumeration of the other so-called methods would be 
very tiresome, and void of any real practical value. 

The foUowing principles are to be observed. While 
most other forms of bacteria are quickly and deeply 
stained in aqueous Solutions of gentian-violet, fuchsine, 
Bismarck-brown, etc., this is not the case with tubercle- 
bacilli. Here the long-continued action of the staining 
agent (that is, at an ordinary interior temperature) is 
needed. Hitherto, attempts to impart a deep stain to 
tubercular bacilli with Bismarck-brown have generally 
proved unsuccessful ; and we employ for this purpose 
gentian-violet or fuchsine. As a solvent, we make use 
of aniline water, /. e, a saturated aqueous Solution of 
aniline. After being stained, the preparation is treated 
with mineral acids — ^hydrochloric or nitric — in aqueous 
or alcoholic Solution. Those bacilli which retain their 
color after treatment with strong mineral acids, are to be 
regarded as tubercular. This property is quite charac- 
teristic of these specific germs ; and we would advise 
that the diagnosis of tubercular bacilli be deemed uncer- 
tain until they have withstood this test. To omit the 
acid treatment, on the score of inconvenience, is to my 
mind completely unwarrantable. In properly prepared 
specimens all other constituent parts of the tissues must 
be completely decolorized, as well as any other forms of 
bacteria which may chance to be present ; so that, the 
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structural details being completely wiped out (that is, 
with the füll illumination of an AbW condenser), the 
tubercle-bacilli alone occupy the field of view. To ren- 
der focusing easier, and to disclose the precise location 
of the bacilli in the tissues, the nuclei also may be stamed 
in the ordinary manner, that color being selected which 
affords the greatest possible contrast with the tinge of 
the specific microbes. 

Ehrlich's method may be described as foUows : 
The preparation of the staining fluid, gentian-violet in 
aniline water, has already been described at length (see 
section c). Instead of gentian-violet, fuchsine or various 
other aniline dyes (magdala, dahlia, methyl-violet, ma- 
genta, etc.) may be selected. It is a matter of indiffer- 
ence whether the dye be added to the aniline water in 
substance, or in the form of a concentrated alcoholic 
Solution. 

Of this staining fluid, which may be kept in stock for 
weeks (aniline water itself decomposes quite rapidly in 
the light), from ten to twenty drops or more are filtered 
into a watch-glass ; and in this the section to be exam- 
ined, or the cover-glass (see page 78), is placed for 
about twenty-four hours. Then the deeply stained sec- 
tion, or the cover-glass, is washed in a watch-glass filled 
with distilled water, after which it is placed in a Solution 
of nitric acid in alcohol (3-100). In avery short time, 



Digitized by 



Google 



I08 MICROSCOPICAL TECHNOLOGY, 

from three to five minutes at the most, the specimen is 
sufficiently decoloiized ; when it is placed in absolute 
alcoholy and afterward examined in oil of cloves. The 
cover-glass preparations can as well be rinsed in water, 
and examined directly in the same medium. 

Should a double staining be desired, Bismarck-brown is 
employed, when the preparations are tinged bhie ; methyl- 
blue, etc., when tinged red. It is to be observed, how- 
ever, that the nuclear stain must not be very intense ; 
lest the tubercular bacilli be masked in too great a 
degree. 

The decolorization may also be effected with a watery 
Solution of nitric acid ; but, in order to accomplish it in 
the same time, the Solution should be considerably 
stronger, — about thirty per cent. We prefer the more 
dilute alcoholic Solution ; as this does not attack metallic 
Instruments. In case the decolorization has been-in- 
complete, some of the former color reappears, after the 
acid has been removed by rinsing the specimen in water ; 
but this residuum may be removed by again subjecting 
the specimen to the combined action of the acid and 
alcohol. The stain of the tubercle-bacilli, however, re- 
sists the action of the acid mixture for more than fifteen 
minutes. 

We are indebted to Rindfleisch for a real improvement 
of this method ; viz., rapid ^staining at an elevated tem- 
perature. '^^^ watch-glass containing the staining fluid 
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and specimens is placed in a therfhostat, which is ad- 
justed at öo^'-So^ C. (140°-! 76° Fahr.), or it is simply 
held over an alcohol or small gas flame, tili it vaporizes 
freely ; when the tubercular bacilli are stained in the 
course of a few minutes. This procedura has quickly 
met with universal acceptation, particularly for cover- 
glass preparations (sputa) ; but it cannot be so highly 
commended for sections. The further treatment — de- 
colorization, double staining, etc., — is effected in the 
usual manner, and at the ordinary temperature. 

When treated in this way, the bacilli of tubercular 
processes may be seen with an enlargement of only 300 
diameters, — often, indeed, without the aid of immersion 
objectives. Nevertheless, the best lenses are requisite, in 
difficult cases, to gain a view of the fine bacilli, which 
may, perhaps, lie nearly hidden by other structures. 
Before deciding positively, that the bacilli are absent from 
a preparation — a decision which may result very gravely, 
— the prudent observer will exhaust the best-existing 
optical resources. Otherwise, gross errors would be 
unavoidable ; as the experience of the past teaches. 
Whoever, then, wishes to search for these germs of 
tuberculosis for diagnostical purposes, must necessarily 
have at his disposal an Abb^ illuminating apparatus, 
and a powerful immersion (preferably homogeneous 
immersion) objective. 

Unfortunately, these preparations are not lasting, for 
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the most part ; but the color of the bacilli usually fades, 
or quite disappears, within a few months, often sooner. 

The tubercular bacilli can also be demonstrated with- 
out staining. Baumgarten, by tfeating the sections with a 
Solution of caustic potash, ascertained their presence in 
some cases of inoculated tuberculosis in animals, later in 
the human being ; and this, before he knew of Koch's 
results. 

It is a fact, that the bacilli can be evidenced in many 
cases of tuberculosis by this simple procedure ; but 
still we shall necessarily be obliged, in all instances, 
to employ Koch's staining-process, as modified by Ehr- 
lich. In this way alone, we determine whether we 
have to do with tubercular bacilli or not ; for, as we 
have already said, the other varieties of bacilli, except- 
ing solely those of lepra, do not respond in this specific 
manner to the Koch-Ehrlich method. Besides, it cannot 
be doubted, that, in many cases where the bacilli are 
sparingly distributed, their discovery is rendered easier, 
or possible, by reason of their vivid tinge. In the 
tubercles of fungous arthritis, for example, we shall 
seldom get a sight of the isolated bacilli by the use of the 
potash method ; whereas, even here, almost invariable 
success attends the staining process. Moreover, in 
examinations for purposes of diagnosis (sputa, pus, etc.), 
the staining procedure can never be dispensed with. 
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The stained bacilli of tuberculosis often exhibit bright, 
colorless spots of oval shape, which are regarded as 
spores. 

e, The Comma Bacillus of Asiatic Cholera« 

Though the position taken by the eminent mycologist, 
Koch, in ascribing the existence of that deadly scourge, 
Asiatic cholera, to the direct or indirect agency of the 
comma bacillus, has been vigorously assailed, his con- 
vincing address at the recent cholera Conference in 
Berlin,* as well as his remarks during the subsequent 
discussion, seem ample Warrant for the translator's in- 
sertion of a few words conceming this specific microbe, 
which comes to us from the delta of the Ganges.f 

About one half, or at most two thirds, as long as the 
tubercle-bacillus, the bacillus of Asiatic cholera is thicker 
and plumper ; while a characteristic curve, resembling 
that of the cömma { , ), accounts for its name. Semicir- 
cular and S-shaped forms, suggesting the junction of two 
individual bacilli, also occur ; while, in artificial cultures 
of the comma bacillus, long spiral threads, very like the 

♦ For the füll text of Dr. Koch's address, see the Berliner klinische 
Wochenschrift oi Axxg» 4th and iith, and the Deutsche medicinische 
Wochenschrift of Aug. 7, 1884. A translation may be found in the 
Lancet of Aug. 9 and 16, 1884. 

t For a complete and recent review of this important subject, the 
reader is referred to " A Treatise on Asiatic Cholera," edited and pre- 
parcd by Dr. E. C. Wendt for Wood's Medical Library, 1885. 
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spirochsetae of relapsing fever, appear, leading Koch to 
doubt whether the organism should not be classed as ä 
spirillum in its various developmental phases, rather 
than as a genuine bacillus (see plate). 

Inasmuch as several different comma-shaped microbes, 
morphologically identical with the bacilli of cholera, 
have been discovered, a mere microscopical examination 
does not suffice for the positive identification of any one 
member of this group ; but, by cultivating them all 
in various nutrient media, certain biological distinctions 
are observed, which Supplement the information afforded 
by the microscope, and enable us thereafter to recognize 
these individuals. The method of cultivating the comma 
bacilli is wellnigh identical with that employed in the 
case of the bacilli of typhoid and tuberculosis.* 

It should here be remarked, that all vessels and 
Instruments used in culture experiments are to be purified 
in the flame of a Bunsen burner or alcohol lamp, where 
this is practicable ; otherwise, by exposing them for 
about fifteen minutes to a temperature of i6o° C. (320° 
F.) in a drying oven, or to steam at 100** C. (212° F.).f 

* Complete descriptions of the various methods which are resorted 
to in the study of bacteria, will be f ound in the * * Mittheilungen aus 
dem Reichsgesundheitsamt/' vol, i., 1881, or in a volume entitled 
"Die Methoden der Bakterien-Forschung," von Dr. Ferdinand 
Hueppe, Wiesbaden, 1885. 

f All such implements and apparatus as are employed by Koch 
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While Kot, the mouths of test tubes are to be plugged 
with sterilized cotton. 

Both fluid and solid culture media are employed, such 
as bouillon, milk, boiled potatoes, coagulated blood- 
serum, agar-agar jelly, and prepared gelatine ; though, 
for the study of cholera germs, the gelatine is preferred. 
This medium is prepared as follows : 250 grams (half a 
pound) of finely chopped, fresh lean beef is mixed with 
500 grams (one pint) of distilled water, and allowed to 
stand in a cool place for about 24 hours. The extract is 
then strained through ganze into a jar, more distilled 
water being added to the beef, if necessary, in order to 
bring the strained fluid up to 400 c. c. The jar is now 
placed in a metal vessel partly filled with water, which is 
maintained at the temperature of the body ; and to the 
beef-water are added 40 grams (600 grains) of pure stick 
gelatine, 4 grams (60 gräins) of dried peptone, and 2 
grams (30 grains) of salt. The gelatine dissolves in 
about half an hour, though this time may be shortened 
by stirring with a sterilized glass rod. Enough of a 
saturated aqueous Solution of the carbonate of soda 
is now added to the mixture to impart a slightly alkaline 
reaction, just enough to turn red litmus-paper blue ; 
when it is carefully boiled over a water-bath for at least 

in his bacteriological work, such as hot air and steam sterilizers, in- 
cubators, damp-chambers, etc. , may be obtained of J. F. Luhme & Co., 
Berlin, N. W., Friedrichstrasse 100. 
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an hour, or until all the albumen is coagulated, leaving a 
clear fluid. A small quantity of this fluid may now be 
filtered into a sterilized test tube, for the purpose of 
again testing the reaction, as well as to ascertain whether 
the albumen has been sufiiciently climinated. Should a 
faint cloudiness ensue when the test tube is heated, it is 
due to the presence of either albumen or phosphates ; in 
the latter case it disappears on cooling. These tests 
proving satisfactory, the whole of the Solution is to 
be filtered through a double thickness of filter-paper, — 
an Operation which may be hastened by carefuUy heating 
the filter-funnel with a Bunsen burner or alcohol lamp, 
the flame being rapidly circulated about the glass. A 
hot- water filter is more convenient. 

In this the funnel is of metal, and double-walled, the 
interspace being fiUed with water, which is kept at an 
elevated temperature by allowing the flame of a Bunsen 
burner to impinge upon a short tubulär projection of the 
outer wall. The test tubes, of which forty or more, 
holding about 30 grm. (one ounce) each, are required for 
the filtrate, are prepared by cleansing them, introducing 
a plug of cotton-wool in each, and heating in the flame 
of a Bunsen burner or alcohol lamp, both below and 
above the cotton corks, tili the latter become slightly 
browned. Now remove the cotton from a test tube with 
previously heated forceps, fill to nearly one third the 
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kngth of the tube with the gelatinc Solution, and imme- 
diately replace the plug. When the food-gelatine has 
thus been exhausted, the test tubes are all placed in a 
metal vessel partly filled with water, and exposed to a 
boiling temperature for about an hour on each of four 
successive days, when the sterilization is complete. If 
the mouths of the tubes be covered with thin gutta-percha 
tissue, to prevent evaporation through the cotton corks, 
and especially if the upper ends of the tubes be also oc- 
casionally heated, to insure the continued sterility of 
their contents, this culture medium may be preserved 
unchanged for a lengthy period. 

When employed for plate cultures of the comma bacilli, 
the Contents of three tubes are liquefied by warming ; 
and, with a previously heated platinum-wire loop or 
point, a drop from the alvine discharges, or a mucous 
flocculus from the intestines of a suspected case, is trans- 
ferred to one of the tubes, the germs being diffused 
throughout the food-gelatine by agitating the tube (first 
dilution). In a like manner two or three drops are 
transferred from the first to the second (second dilution), 
and from the second to the third tube (third dilution), 
the platinum point being sterilized each time, both be- 
fore and after using it. The fluid contents of the tubes 
are now poured upon three sterilized glass plates, each 
about six inches long and four inches wide ; and, after 
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being spread out evenly with a sterilized glass rod, the 
gelatine is allowed to harden under a bell-glass, a bed of 
ice or snow hastening this process. The plates are next 
placed, one above the other on glass benches, in a moist 
Chamber ; and the mixed cultures are allowed to grow f or 
twenty-four hours, after which they are examined with a 
microscope under a magnifying power of about one 
hundred diameters. 

The colonies of comma bacilli are found to assume a 
characteristic and definite form in this culture medium. 
When very young, the colony appears like a small, light- 
colored spot, which is not circular, as bacterial colonies 
usually are in gelatine, but its contour is more or less 
irregularly indented, being rough or jagged in places. 

At an early stage of its growth it also assumes a some- 
what granulär appearance, which increases with the size 
of the colony ; tili, finally, the latter resembles a small 
group of strongly refracting granules, like minute frag- 
ments of glass. 

As the colony grows, the gelatine in its immediate 
neighborhood liquefies, and it sinks deeper into the sub- 
stance of the nutrient medium, forming a funnel-shaped 
depression, in the middle of which the colony appears as 
a small whitish point. 

This sinking of the colonies is better shown by pre- 
paring a pure culture in a test tube. To effect this a 
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suitable colony is sought out on the gelatine plate with 
the microscope, using a low power ; and, with a fine pla- 
tinum needle, previously sterilized, a particle is removed 
from the colony and transplanted into the sterilized gela- 
tine in a test tube. This done, the tube is immediately 
closed with its pledget of sterilized cotton. Such a cul- 
ture grows in the same manner as the colony on the 
gelatine plate. Here, too, one soon observes a small 
funnel at the point of inoculation. The gelatine slowly 
liquefies about this point ; while the growth of the little 
colony may be plainly traced. Above, a deep depression 
always remains, which looks, in the partially liquefied 
gelatine, like a bubble floating over the colony. It almost 
conveys to one the impression that bacillar Vegetation 
caused not only a liquefaction of the gelatine, but a rapid 
evaporation, as well, of the fluid thus formed. The 
liquefaction of the gelatine in the test tube slowly pro- 
gresses, and is completed after the lapse of about a week. 
These biological characteristics of the comma bacilli 
of Asiatic cholera, when cultivated in prepared gelatine, 
suffice for their recognition. 

Agar-agar (Ceylon moss), combined with bouillon and 
peptone, also serves as a cultivating medium. This agar- 
agar jelly is not liquefied by the comma bacilli. 

When cultivated upon slices of boiled potato, the 
comma bacilli form a thin, pulpy coating, similar to that 
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ptod-^ced br th« bacüli cf gfaiidrra» bct o£ a ^itcr 

broTm ccvOT, 

Toe movemects azid derelopinent of these qiecific 
micTobes oaj bc rk/scrwtd imder a. hi^ power, when thej 
are cvldratcd in bcKiilLoii. Tbis is accomplished by 
placing a drop of fresh, and completelj stcrilixed, mcat- 
broth upon the centre of a corer.glass^ also sterüized, 
and inoculadng this with a partide taken from ooe of 
the plate colonies, After coating the edges of the hoDow 
in a concaved slide with vaseline, the cover is inverted, 
and carefully placed in position. After twenty-fonr 
hoursy the pure culture, thus obtained, may be examined 
with an Abb^ condenser and an immersion objective. 

Dry specimens may be prepared from such a pure 
culture by carefully raising the cover-glass, and^preading 
a Utile of the bouillon over the dry surface of another 
Cover. The fluid is allowed to evaporate in the air, or 
under the influence of a gentle heat ; when the cover is 
passed through the smokeless flame of a Bunsen bumer 
or alcohol lamp three times, and stained with a drop of 
an aqueous Solution of fuchsine or methyl-blue. After a 
few seconds the superfluous color is washed off with dis- 
tilled water ; and the specimen may then be examined in 
water, or permanently mounted in Canada baisam. In 
prcparing dry specimens from gelatine plate-cultures, the 
distribution of the bacilli over the surface of the cover is 
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rendered easier, and more uniform, by the addition of a 
drop of distilled water. 

When, in a case of suspected Asiatic cholera, it be- 
comes desirable to search for the comma bacilli promptiy, 
in Order to distinguish this disease from cholera nostras, 
acute arsenical poisoning, etc., a small quantity of mu- 
cus from the dejecta is spread on a cover-glass, dried, 
stained and examined, in the manner described above. 

To demonstrate the comma bacilli in the intestinal 
walls, sections are made after the viscus has been thor- 
oughly hardened in absolute alcohol, and these are best 
stained in a strong aqueous Solution of methyl-blue for 
twenty-four hours ; though this time may be shortened 
by warming the staining fluid. The sections are then 
prepared for examination in the usual manner. 

The comma bacilli thrive best at temperatures between 
30** and 40° C. (86° and 104*" F.). When exposed to 
much higher or lower temperatures, to the influence of 
most acid media, or when deprived of air, their growth 
IS retarded. It is a striking fact, however, that this mi- 
crobe is readily killed by drying. When choleraic ma- 
terial is allowed to dry upon a cover-glass for an hour, 
or even less, the germs frequently perish ; while twenty- 
four hours without moisture invariably proves fatal. 
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7 r /; < '"' ^ ,. : K\ ^A \:jt 2i-tti^>i rcs^de hi die fact, tfaat 

tM, % ,f*'f %>,,*, vr,>^ ;% e:2:;,I':,7td — g«icnulj thc nitrate 
- ////r/,* j^ar* *Ur ar-/l f,*lforra coagulates with thc alba- 
ftuhoun i\Ht^\% (A the lyxijr, which arc of very irregnlar 
tonttf «nd m«y ira^uly a^numc illasory appearances. We 
/irH<r<' 1// / ottfirm thc prccipitation of the silver to the in- 
initWulur ntutuui'ivc fiubntancc, and, accordingly, are 
IlMiiMwl u\uumi VK( liulvcly to normal surfaces in the em- 
ployinriit of lIiU nirthod. Thc action of the silver salt 
mI(iii U tha llKMUrw Im a wvry MÜght dcpth only. 
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It is best to employ very dilute Solutions, — i to 500. 
If necessary, the surface is washed with distilled water, 
or with a dilute (2-per-cent.) Solution of sodium nitrate ; 
after which the silver Solution is poured over it, and, 
after the lapse of about a minute, it is again washed 
with distilled water. In a short time, particularly when 
exposed to sun-light, deep-black lines appear at the 
edges of the endothelial cells ; while the nuclei usually 
remain unmarked. These latter structures may be sub- 
sequently stained with hsematoxyline, etc. The silver 
precipitate is easily dissolved with dilute ammonia. 

In order to define the endothelial cells of the blood-capil- 
laries, the silver salt is injected into the arteries ; while, 
if the Solution be forced into the bronchial ramifications, 
the boundaries of the epithelial cells, which line the pul- 
monary alveoli, are tinged. By mixing about five per cent. 
of gelatine with the silver Solution — a process which is 
expedited by wannth,— a very useful injecting-fluid is 
obtained, which imparts a brown stain to the borders of 
cells lining the injected cavities. 

If a Cornea be placed in a Solution of silver for a short 
time, or if a stick ^f the nitrate of silver be passed over 
its surface, its proper substance assumes a dark-brown 
color, within which the comeal corpuscles appear as 
light, radiäte figures, resembling vacant Spaces. 

At all events, it should be observed that the silver 
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method of staining is practicable only while the prepara- 
tions are in a fresh State, or before the saperventioii of 
cadaveric decompositioii. 

h, Gold. 

Similar difficulties also beset the chloride-of-gold 
method of staining, which was introduced by Cohnheim. 
This agent is possessed of only slight powers of penetra- 
tion, and has, besides, the fault of inconstancy in its 
efifects. The conditions which govem the reduction of 
the gold sah, and hence influenae the staining, are not 
yet accurately known. Preparations which have been 
successfully treated with gold are of great value, by 
reason of their extremely precise markings ; and the 
method cannot be dispensed with, particularly in experi- 
mental work upon the cornea, keratitis, reproduction, 
etc. 

The advantages of the gold method lie in the foUowing 
effects : 

1, The protoplasm of cells, particularly those of the 
Cornea, receives an intense, dark stain, and is thus sharply 
distinguished from the completely clear matrix. 

2. The axis-cylinders of nerve fibres receive a special 
tinge, which serves to distinguish them. 

Solutions of the chloride of gold, ranging in strength 
from one tenth to one per cent., are employed. The 
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Cornea or other lamellar stnictures are allowed to remain 
in the gold Solution for from ten minutes to an hour, 
when they assume a yellowish straw color. They are 
next placed for some time, about twenty-four hours, in 
a dilute acid — acetic, formic, tartaric, or citric ; and, for 
this purpose, Ranvier has lately employed lemon-juice. 
By this time the reduction has taken place, or it raay not 
be fuUy completed for several days, during which time 
the preparation is preserved in alcohol, glycerine, etc. 
The color is now a dark violet. The gold salt imparts a 
firm consistence to the specimen ; though, when fine sec- 
tions are desired, this may be f urther hardened in alcohol. 

Gold Chloride can also be used to stain sections of 
the nervous tissue, which are cut after the usual treat- 
ment with Müller's fluid (Leber). Such sections are 
placed in a one-half-per-cent. Solution for about an hour, 
and subsequently in distilled water. After one or two 
days, those parts representing normal nerve-medulla, 
receive a dark- violet tinge. The method is accordingly 
very useful for the demonstration of degeneration and 
atrophy in peripheral nerves, and in the white substance 
of the cerebro-spinal axis. 

The foUowing method of staining the nerves with gold, 
in alcohol preparations, is recommended by Fritsch : 

The sections are washed in water, placed in a 0.6 per 
Cent, chloride-of-sodium Solution for twenty-four hours. 
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and subsequently in ten-per-cent. formic acid for ten 
minutes. They are next well washed for f rom one half to 
three hours in a one-per-cent. Solution of the chloride of 
gold and sodium, being protected from the light during 
this period ; after which they are again cleansed in water, 
and placed in a ten-per-cent. Solution of formic acid for 
twenty-four hours. 

c, Osmic Acid. 

This reagent, which was first employed by Max 
Schnitze, is now very extensively used, serving : 

1. To fix and harden delicate tissue-elements in nearly 
their natural form. 

2. To bring out, or stain, the fats, including the meduUa 
of nerves. 

Osmic acid, in Solution, also penetrates only the super- 
ficial strata of preparations. 

Solutions of the acid ranging in strength from one 
tenth to one per cent. are used ; and it should be stated, 
that the osmic fumes cause a violent irritation of the 
conjunctiva, and nasal mucous membrane. 

The osmic Solution, as well as those of the chloride of 
gold and nitrate of silver, are kept in brown bottles. 

Small pieces of fresh tissue, when placed in a dilute 
Solution of osmic acid for about an hour, and subse- 
quently preserved in glycerine, often afiford very good 
solations of the cellular and fibrous elements, which, by 
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the agency of the acid, have become possessed of a cer- 
tain power of resistance, in addition to their light-brown 
stain. This method is especially adapted to nervous tissue, 
giving to the nerve-medulla a color varying from dark 
blue to black. The red blood-globules, too, are browned 
by osmic acid, and rendered capable of marked resistance 
to most influences. Even the vaporous emanations 
arising from osmic acid at an ordinary temperature, have 
this eflfect ; and it suffices to invert a slide over a bottle 
containing this agent, in such a manner, that the speci- 
men, with its suspending drop of fluid, may be exposed 
to the fumes. 

When exposed to the stronger and more protracted 
action of osmic acid, small pieces of tissue, nerves, etc., 
are hardened. 

The various fats, as well as the medulla of nerves, are 
stained an intense dark-blue color in a few minutes by 
osmic acid, because of the reduction of the metal, as is 
generally asserted ; though it is probable, that a special 
combination takes place. This eminently striking stain- 
ing-efifect, the best which can be secured in the case 
of fats, is of great value f or our purposes. The reaction 
is also very effective for sections cut from alcoholic 
preparations ; where that part of the fat which is not 
dissolved by the alcohol, is tinged a dark' brown in less 
than a quarter of an hour. 
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To prepare permanent specimens of fatty degeneration 
in the kidney, liver, heart, grannlation-tissue, tumors, 
etc., for purposes of demonstration, the osmium method 
can be strongly recommended. The preparations are !o 
be preserved in glycerine. 

17. — SuLPHiDE OF Ammonium. 
Siderosis, 
Ammonium sulphide, in aqueous Solution, has been 
very extensively employed by Quincke,* in the investiga- 
tion of pathological tissues, as a reagent for the detection 
of iron. The iron, contained within the cells as an 
albuminate, is precipitated in the form of dark-green 
granules (iron sulphide). The cells which contain iron 
may often be recognized, even before the action of the 
reagent, by their yellowish-brown color, but not neces- 
sarily so ; since all yellow pigment-granules do not 
assume this dark-green shade with ammonium sulphide. 
The agent formerly employed for the micro-chemical 
demonstration of iron, /. e, ferro-cyanide of potassium 
with hydrochloric acid, is less favorable, from the fact 
that it coagulates albuminous substances, and, moreover, 
readily gives rise to diffuse stains. The Prussian blue, 
which is formed, is not whoUy insoluble in the albuminous, 
acid fluid. The dark-green tinge of those granules con- 

♦ Quincke, über Siderosis. D. Arch. /. ^lit^. Jiffä.^ Bd. 25. 



Digitized by 



Google 



RE AGENTS, 12/ 

taining iron, when ammonium sulphide is employed, ap- 
pears in sections of alcohol preparations after a few 
minutes, and lasts for weeks. 

Normal red blood-globules do not exhibit this reaction; 
whence it is to be inferred, that iron is not precipitated 
from every combination by the sulphide of ammonium. 
On the other band, Quincke asserts that in the liver, but 
particularly in the spieen and medullary substance of 
bones, " siderosis " is present even in the normal State of 
these Organs; that is, granules containing iron, which 
may be demonstrated by the use of ammonium sulphide, 
occur, whose origin must be ascribed tQ disintegrated red 
blood-globules. As a result of transfusion, or so-called 
artificial plethora, the disintegration of red blood-globules 
is considerably increased ; and, in consequence, the 
physiological siderosig is also markedly heightened. In 
the liver, the iron granules are contained in the white 
blood-corpuscles of the capillaries ; in the spieen and 
medulla of bone, they lie in the pulp cells. A very 
marked condition of siderosis is likewise present in the 
analogous conditions of the human body, /. e. in cases in 
which an abundant disintegration of red blood-globules 
takes place. Particularly is this true of pemicious 
anaemia, in which condition iron may be demonstrated in 
the hepatic cells and capillaries, as well as in the perivas- 
cular connective tissue of the liver ; in the glandulär 
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cells of the pancreas ; the epithelial cells of individual 
convoluted urinary tubules ; and, besides, in the spieen, 
and medulla ossium. 



IV.— OTHER PREPARATORY METHODS. 

Preservation of Specimens, 
A large share of the methods of preparation have 
already been discussed in the preceding chapter. Hard- 
ening with alcohol and the chromic-acid salts, and decal- 
cification by mineral acids, have been considered under 
their respective headings ; and it only remains to give a 
Short description of a few special processes. 

I. — BOILING. 

For a long time anatomical preparations have occa- 
sionally been boiled, as an aid in histological investiga- 
tions ; yet, it was only after the suggestions of the 
departed Perls, that Posner first employed the method in 
a systematic manner,* principally for the purpose of pre- 
cipitating the fluid albumen quickly and surely in loco^ 
and thus rendering it visible. 

Pieces of tissue, ranging in size from a hazel-nut to a 
walnut, are thrown into boiling water ; whence, after a 
few minutes, they are removed, and rinsed in cold water. 

♦ Posner : Virch. Arch,, Bd. 79, S. 311. 
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They have now usually assumed a moderately firm,, 
elastic consistency, and may be cut with a razor directly; 
or the hardening may be completed in alcohol. 

The coagulated albumen immediately appears in such 
preparations as a coarsely granulär mass ; while most 
cell-outlines have become strikingly clear, and sharply 
defined. 

The method offers special advantages in the examina- 
tion of the kidneys, in cases of albuminuria ; and of the 
lungs, when oedema is present. It is true, that, after 
simple hardening in alcohol, the granularly coagulated 
albumen may be demonstrated in the Malpighian capsules 
or alveoli, respectively, of these organs, and particularly 
in the superficial portions of the preparations, which 
were most directly exposed to th'e action of the alcohol ; 
yet, this is effected much more completely by the cookin g 
process, which produces a prompt and thorough coagula- 
tion in the shortest time. Aside from this effect, how- 
ever, most structures are only slightly altered by the 
transient exposure to a boiling heat. 

The boiled preparations can also be cut with the freez- 
ing microtome. 

2, — Drying. 

Specimens were forraerly dried, to give^them a con- 
sistence suitable for cutting. Since the general introduc- 
tion of alcoholic hardening, however, which, in the case 
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of porous or very soft objects, is preceded by the Imbibi- 
tion of mucilage, drying is rarely resorted to, because of 
the marked shrinkage which objects undergo, only to be 
foUowed by an irregulär expansion, when placed in water. 
In the maceration or isolation of certain tissue-con- 
stituents, 

3. — Artificial Digestion 

plays a serviceable röle, but is employed more in 
normal histology than in pathological investigations. 
For this purpose, pepsine or thrypsine, the so-called 
artificial gastric juice or pancreatic extract, is employed. 
Artificial gastric juice is best prepared from the fundal 
portion of the mucous membrane of the pig's stomach. 
This is cut into small pieces, and digested in very dilute 
hydrochloric acid, 1-1,000, in an incubator at the tempera- 
ture of the body, after which it is filtered. The pepsine 
of the shops may also be employed ; though its digestive 
action should always be tested on a small quantity of 
fibrine or loosely coagulated albumen, which should be 
quickly dissolved. 

The pancreatic extract is prepared as follows : * 
The pancreas of a freshly killed beef is cut into small 
pieces and completely exhausted, with alcohol and ether, 
in an extracting apparatus. The white, friable mass, 

♦ Kuehne, in Verhandl. des medic.-naturf. Vereins zu Heidelberg, 
I. 1877. 
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left after the evaporation of the ether, is digested with 
five to ten parts, by weight, of a o.i-per-cent. Solution of 
salicylic acid, or with distilled water at a temperature 
of 4o°C. (104° F.), for about four hours, when it is 
strained and filtered. 

The artificial gastric juice digests connective tissue, 
muscular substance, most cellular elements, etc., in a 
Short time at the temperature of the body ; while the 
elastic tissue and nerve fibres resist its action. 

The pancreatic extract, or its thrypsine, on the other 
band, dissolves in an acid Solution the elastic fibres, and, 
likewise, the delicate fibrils of the neuroglia ; but the 
connective-tissue fibrils remain intact. 

The digestion can either be performed in an incubator, 
or, by means of the warmable stage, on the microscopical 
preparation itself, under the eye and continuous control 
of the observer. 

By this method it has been lately discovered that the 
gray, finely fibrillated substance, which appears in large 
amount in the posterior columns of the cord in cases of 
tabes, really corresponds corapletely, in a chemical point 
of view also, with the fibres of the neuroglia. It, too, is 
quickly dissolved ; while the fibres of the pia mater, and its 
prolongations, remain unaffected. (Waldstein and Weber.*) 

♦ Waldstein et Weber, Arch, de Physiol, norm, et patkoL^ II. 
Reihe, Bd. 10, 1882, S. i. 
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The so-called " neurokeratine *' of Kuehne, resists the 
digestive powers of thrypsine completely. When nerve 
fibres are digested with hot ether or Chloroform, and sub- 
sequently with thrypsine, this substance remains behind 
in the nerve fibres in the form'of fine reticula. These 
"hom-nets" were regarded as preformed structures, a 
" homy framework of the nerve fibres," by Kuehne and 
many of his successors ; while Hesse and Pertik, and, 
most recently, Waldstein and Weber, pupils of Ranvier, 
declare themselves opposed to this view. 

These latter authors assert that the neurokeratine is 
generally diffused throughout the nerve-medulla, and only 
assumes the peculiar reticulated structure after the ex- 
tractive processes have been employed. The form of the 
reticulum, too, can be changed by varying the method 
employed. These same "hom-nets," which appear in 
the interior of nerve fibres, may also be shown in the 
irregularly formed, extravasated drops of nerve-meduUa 
(myeline), by the proper treatment. 

In degenerated nerves, and in gray degeneration of the 
white substance of the cerebro-spinal axis, the neurokera- 
tine is lost. 

4. — Imbedding. 

{Celloidine.) 
Most bardened preparations are cut without imbedding. 
In speaking of the microtome, we referred to the practice 
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now in vogue, of cementing the specimen to cork, or of 
clamping it between two small pieces of hardened liver. 

By these procedures, we.are enabled, in most cases 
without further imbedding, to fix the specimens so firmly, 
that complete and uniform sections of the same may be 
inade. 

In case an irregulär surface is to be cut, and it becomes 
important to include this in the sections, as, for example, 
in the examination of the endometrium of menstruation, a 
thin layer of mucilage is spread over the superficies of the 
hardened preparation, and upon this is placed a flat piece 
of hardened liver. In alcohol the mucilage soon hardens, 
and the liver becomes firmly attached to the surface of 
the specimen. Should the unevenness of the surface be 
more marked, the mucilage is less advantageous, from the 
fact thaty in thicker layers, it becomes hard as stone and 
injures the knife. In such instances, therefore, we follow 
the example of Klebs, and employ a mixture of glycerine 
and gelatine, which is prepared as follows : 

Ten grammes of the finest, well-washed gelatine is al- 
lowed to swell up and become soft in distilled water. The 
surplus water is now poured ofif, and the swollen gelatine 
is dissolved by gentle heat (preferably on a water-bath) ; 
after which ten grammes of glycerine is added, together 
with a few drops of carbolic acid, the latter for the sake 
of preserving the mixture from moulding. This mixture 
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stifiTens at an ordinary room-temperature ; but, by warm- 
ing it, an amount may be melted sufficient to cover the 
uneven surface of the preparation. In alcohol it assumes 
a consistency proper for cutting. 

In other cases we are obliged to cut a preparation in 
toto : i, e, to make sections which shall include all the 
surfaces, — a task which often falls to the lot of the zoölo- 
gist and embryologist, but to us only in special cases. 
When this occurs, it becomes necessary to invest the 
preparation with a mass which hardens on cooling. 

For this purpose the glycerine-and-gelatine mixture 
roay be employed ; though it is better to use a substance 
which does not shrink while hardening, or when acted 
upon by alcohol. For example, a mixture of wax and 
oil, in equal parts ; or, two parts of spermaceti with one 
part of the oil of bergamot ; or, again, 

Paraffine 5 parts. 

Spermaceti 2 * 

Lard i part. 

When moderately warmed, the mixture liquefies, and is 
poured into a thin metal box, or mould, adapted to the 
clamp of the microtome, and containing the preparation, 
which has already been hardened in alcohol. When cool, 
the mass is placed in alcohol to harden.* 

* Instead of the metal box, one of paper, and properly shaped, may 
be employed.— S, Y. H. 
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If we wish the fatty mass to penetrate the specimen 
itself, the latter must naturally be completely deprived of 
its water ; and this is usually effected by first permitting 
it to soak in some ethereal oil, as oil of bergamot. In 
this way a most uniform consistency is imparted to the 
preparation, the fat being subsequently extracted from 
the sec^ions. As we see, this procedure is somewhat long 
and tedious ; bat, for our purposes, it will have to be em- 
ployed extremely seldom. 

Calberla's mixture is also a favorite for imbedding, and 
consists of 

White of egg . . . . 15 parts. 
Ten-per-cent. Solution of soda carbonate, i part 
To this is added the yolks of the eggs used, and the mix- 
ture is sh^ken.* 

The object is placed in a paper box, and the latter in 
a shallow dish filled with eighty per cent. alcohol The 
dish is heated up to about 75° C. (167° F.) on a water-bath 
for half an hour, or until the mass is sufficiently coagulated, 
when it is hardened in alcohol. 

As the imbedding masses are not transparent, their 
surfaces must be marked, to indicate the position of the 
specimen.f 

♦ Calberla : Morpholog, Jahrbuch^ II. 1876. 

t A pin, passed through the object and into the bottom of the in- 
closing box, serves to fix the specimen in any position while the 
imbedding mass is poured in, as well as to mark its position. — S.Y.H. 
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Perhaps the best imbedding material is " Celloidine," for 
the introduction of which into microscopical technology 
we are indebted to Schieferdecker (Arch.f. AnaUy 1882). 

Celloidine is a collodion-like substance, which is 
sold in solid sheets, and gradually dissolves to a syrupy 
consistence in a mixture of alcöhol and ether. 

If an alcohol preparation be placed in this celloidine 
Solution, it becomes thoroughly saturated in the course of 
several hours, — it may be twenty-four. 

It is next placed in seventy to eighty per cent. alcohol, 
where the celloidine again hardens, and imparts to the 
preparation a very uniform consistency, which fits it for 
cutting. When placed in the microtome, the specimen is 
incased with a nearly transparent layer of celloidine ; 
and, accordingly, every section is surrounded by a zone 
of this substance, in common with which it may be stained, 
examined, and preserved. To clear up such a section the 
oil of cloves is not employed, as it dissolves the* celloidine, 
but rather the oil of origanum, or of cedar. 

The value of the celloidine method has been demon- 
strated in many cases, and it may be highly recommended, 
especially for the eye, spinal cord, etc. 

5. — Method of Injkcting. 

This artificial filling of the vascular Systems with 
colored masses, or other easily recognizable prepara- 
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tions, is much more frequently resorted to in the study 
of normal histology, than in the investigations of patho- 
logical anatomy. 

The study of the natural injection of the blood-vessels 
with blood, of the lymphatic-channels with lymph, etc., 
is of the greatest importance for us, and we seldom 
have recourse to au artificial filling of the lumina vasorum. 
Accordingly we shall give only a short sketch of the 
methods of injecting, which are quite complicated, con- 
tenting ourselves with referring those interested to the 
admirable text-books of Ranvier and Frey. 

a, Injection Fluids. 

For purposes of injection we make use of a transparent, 
though deeply colored fluid, which either remains in a fluid 
State, or solidifies in the vessels. 

In using the latter variety, which usually contains gela- 
tine, both the mass and the organ to be injected must be 
raised to a temperature of 40^-50° C. (104°-! 22° F.). 

For this purpose, we employ tin chests of considerable 
size, which are filled with warm water, the temperature of 
which is maintained by means of an alcohol or gas flame. 

The gelatine injections are, therefore, somewhat more 
troublesome, but, on account of the stability of the mass, 
they are to be preferred to those with aqueous Solutions. 

To color the injecting fluid, soluble Prussian blue, 
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whkh maj be obtained o£ the dmggislSy is em|^ofed ; 
thoiig^ it sometiiDes becomes necessary to add to tliis 
some ozalic acid in order to increase its solabflity. Such 
a solatkm in from ten to twenty paits of wat^ can be 
directly emi^oyed as an injection floid ; or one may add 
fiTe parts each of alcohol and ^ycerine. Again, the 
warmed aqueoos Solution of Prussian blae may be slowly 
mixed with the same qoantity of a concentrated gelatine 
Solution, which is also heated, the fluid being stirred con- 
tinuously. 

The gelatine Solution is prepared by putting well- 
washed tablets of fine gelatine in about double the quan- 
tity of distilled water, and pennitting it to soak from one 
to two hours at an ordinary temperature. The swoUen 
gelatinous mass is then dissolved by gently heating over a 
water-bath. 

Inasmuch as the *' soluble Prussian blue " of the drug- 
gists is not always reliable, the following most excellent 
recipe for its preparation is taken from Frey.* 

Thiersch's Prussian Blue with Oocalic Acid. 

Prepare a cold, saturated Solution of the sulphate of 
the protoxide of iron (Ä) ; a similar one of the ferro- 
cyanide of potassium, that is, pnissiate of potash {^ß) ; 
andy thirdly, a saturated Solution of oxalic acid (C). 

* " Das Mikroskop und die mikroskopische Technik." 
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Finally, a warm, concentrated Solution (2 to i) of fine gela- 
tine is necessary. About half an ounce (15 gnn.) of the 
gelatine Solution is to be mixed in a porcelain dish with 6 
c. c. of the Solution A, In a second, larger dish, one ounce 
(30 grm.) of the gelatine Solution is to be combined with 12 
c. c. of the Solution By to which 12 c. c. of the oxalic-acid 
Solution C is af terwards added. 

When the mixtures in both dishes have cooled to about 
2S°-32° C. (yT^-Sp-ö** F.), the contents of the first dish are 
to be added, drop by drop and with constant stirring, to 
the mixture in the latter. After complete precipitation, 
the deep-blue mixture which is formed is to be heated 
up to 7o°~ioo° C. (is8°-2i2** F.) for a time, and con- 
stantly stirred, when, finally, it is to be filtered through 
flannel. 

Preparations injected with the Prussian blue are beauti- 
fuUy stained ; but the color is gradually lost, in the course 
of years, by reduction. The blue color is restored by 
substances containing ozone, as oil of turpentine. 

Carmine injections, on the other band, are permanent ; 
but the use of an ammoniacal Solution of carmine is at- 
tended with the diflSculty, that the red color immediately 
transudes in all directions. The alkaline Solution must, 
therefore, be neutralized, but with the utmost caution ; 
eise the mass becomes opaque, and is rendered useless by 
the coarse carmine precipitate which forms. 
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Cold-Flowing Carmine Injection. 

One gramme of carmine is dissolved in an equal quantity 
of concentrated ammonia, together with a litUe water, and 
to this 20 c. c. of glycerine is added. 

To this Solution, a mixture, consisting of 20 c. c. of 
glycerine and i c. c. of strong muriatic acid, is carefully 
added, while the fonner is being vigorously shaken ; after 
which the whole is diluted with 40 c. c. of water (Koll- 
mann). 

Frey*s Carmine Fluid. 

Have ready a Solution of ammonia and one of acetic 
acid, of which the number of drops necessary to neutralize 
each other has been previously determined. 

Take thirty to forty grains of the finest carmine, a de- 
termined number of drops of the Solution of ammonia 
(the quantity may be greater or smaller, as preferred), 
and about half an ounce of distilled water ; place them 
in a mortar, triturate tili the carmine is dissolved, and 
then filter the Solution. 

These processes require several hours ; and a consid- 
erable loss of ammonia ensues in consequence of evap- 
oration. 

The ammoniacal Solution of carmine is to be mixed 
with a filtered, moderately heated, concentrated Solution 
of fine gelatine, while stirring. The whole is then to be 
slightly heated on the water-bath, and the number of 
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drops of the acetic-acid Solution necessary to neutralize 
the original Solution of ammonia is to be slowly added, 
still constantly stirring the mixture. By this procedure 
a precipitation of the carmine in an acid Solution of gela- 
tine is obtained. 

If it be intended to inject organs of a more strongly 
alkaline reaction — those of human bodies which have 
been dead for some time, for instance, — the acidity of the 
fluid may be increased'by the further addition of several 
drops of acetic acid. During the injection the tempera- 
ture should not be raised above 45° C. (113° F.). 

Recently, other fluids have been employed, especially 
for the injection of the finest lymph-channels, such as, 
for example, oily liquids, which are colored by henna ; 
commonly* the oil of turpentine ; or Chloroform, in which 
a dark resinous body, or asphalt, is dissolved. 

b, Injecting Apparatus. 

An injecting syringe is often employed. This should 
be in perfect working order, and, after use, should be 
very carefully cleansed. The syringe is attached to the 
canula, either directly or with a piece of rubber tubing ; 
and both may be of metal or glass. The glass canules 
can easily be given any desired shape. The piston must 
not fit the barrel too tightly, and should work smoothly 
and without any jerking motion. 
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Though a more complicated process, the injection by 
means of a constant pressure^ is worthy of special com- 
mendation. If one has not the large machine of Hering 
at his disposal, he can easily improvise the necessary ap- 
paratus with the aid of some glass bottles and rubber 
tubing. The bottles are closed with doubly perfora£ed 
rubber corks, armed with glass tubes, of which one is 
Short, reaching only thron gh the cork, while the other 
descends to the bottom of the bottle. One of the bottles, 
Ay is nearly fiUed with the fluid to be injected ; its long 
tube is connected with the injecting canula, while the 
sh orter tube communicates with the corresponding short 
tube of a second flask, By which acts as an air Chamber, 
and at first contains air alone. The long glass tube of 
this second flask, By is connected by a long rubber tube 
with the pressure-bottle, C, which is fiUed with mercury, 
and which may be raised to any desirable height by 
means of an adjustable stand, ör blocks of wood. 

When the mercury is allowed to flow f rom C into By 
the air in the latter bottle is subjected to a pressure cor- 
responding to the difiference in the level of the mercury 
in the two flasks. This pressure is brought to bear upon 
the injecting fluid in Ay which is thus forced into the 
vascular System to be injected. The force of injection is 
kcpt uniform by raising the receptacle C as the mercury 
flows out, so that the difiference in the level of the mer- 
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cury in the two bottles shall remain approximately ulBÜ- 
tered. 

Instead of mercury, water may be used ; whcn the ves- 
sdl C may be placed on a shelf, or other support, suffi- 
ciently high. As a matter of course, the connections 
must all be air-tight, and the injecting tube and canula 
filled with the injecting fluid, or, what is more cleanly, 
with distiUed water, in order that the stream of injection- 
fluid may not be interrupted by air bubbles. It may 
easily happen during the injection, especially in the case 
of structures removed f rom the body without proper care, 
that the fluid escapes f rom open branches and collaterals. 
Such vessels must be tied. It is best that the venous 
lumina should remain unobstructed at first, in order that 
any blood present may escape ; but, before the comple* 
tion of the procedure, these too may be ligated. 

By caref uUy selecting the proper arterial brauch, a kid- 
ney, lung, liver, etc., which has already been incised or 
cut in twain, may be injected successfully, though only 
partially.* 

The injection is discontinued as soon as the color of 
the organ has become sufficiently deep ; though the in- 
creasing consistency of the structures also affords an 
indication as to when the process should be discontinued. 

* For this purpose Rindfleisch employs thin, elastic catheteis, 
perforat^ at the end, as injecting canules. These are poshed deep 
into the substance of the oigan. 
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Immediately after the injection the specimen is placed in 
alc9hol. 

Extravasations are prone to occur in structures which 
have undergone pathological change, but may, in many 
cases, be prevented by avoiding too high a pressure when 
injecting. 

When the fine lymphatic vessels in the interior of an 
Organ are to be injected, fine puncturing canules are often 
employed, which are carefuUy pushed into the tissues to 
the required depth. Necessarily, an extravasation of the 
injecting fluid results ; but in its vicinity the lymphatics 
are generally found beautifully injected at the expense of 
little care or time. 

The methods of physiological injection have been per- 
fected and extended in a remarkable manner in recent 
years, and particularly by Cohnheim, Heidenhain, Arnold, 
Thoma, and others. In many pathological questions, 
especially in those relating to the kidneys, they have 
played a very important part. They come into consider- 
ation, however, only in experimental investigations ; hence 
we shall refrain from discussing them. 

6. — Preservation of Specimens. 

In Order to preserve, for a few days, fresh specimens 
which are in a chloride-of-sodium Solution, it is only 
necessary to keep them in a damp Chamber, and this is 
very eadilriMMltd not the following manner. 
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A large, flat glass dish is fiUed with water to the depth 
of a few millimetres ; and in this a smaller glass plate, 
mounted on three legs — ^made, for instance, of small corks, 
and fastened on with sealing-wax— is placed, which Sup- 
ports the specimens. A bell-glass, the inner side of 
which is lined with moistened blotting-paper, is inverted 
over the glass stage. 

The Space in which the preparations are is thus kept 
sealed and sufficiently damp. Instead of the glass plate, 
a wooden or metallic ^tag^re may be employed, upon the 
shclves of which the preparations rest without coming in 
contact with each other. An antiseptic may be added to 
the water in the dish. -^ 

Fresh preparations cannot be preserved for a long time 
in all their delicacy of structure. Cementing them up in 
a Solution of sodium chloride does not do it, as the ele- 
ments, for the most part, undergo disintegration in a 
Short time ; moreover, the water evaporates in most cases 
in spite of careful sealing. 

Many structures may be preserved in a nearly saturated 
Solution of the acetate of potassium, which is permanent 
in air, as is known ; though here,. too, much of the origi- 
nal delicacy of the contours is lost. 

As a general thing, the preservation of sections from 
specimens hardened in alcohol is what concems us. AU 
such are suflSciently preserved when lying in glycerine ; 
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and we have only to fix the cover-glass, so that dust 
or other impurities collecting on it may be wiped away. 
To this end the superfluous glycerine is pressed out 
by the weight of a lead^n bullet, which is placed on 
the cover-glass, and is taken up with blotting-paper, 
Next, the slide is very carefully cleansed, every trace 
of glycerine being removed from about the edges of 
the cover-glass by means of fine linen moistened in 
alcohol* ; after which a brush, dipped in a hardening 
cementy is passed around the cover, fixing its edges to 
the slide. 

The cement used may be either Canada baisam in 
Chloroform, a Solution of asphalt in linseed oil and tur- 
pentine (Brunswick black), mask lac, etc. ; though for a 
long time I have employed a thick alcoholic Solution of 
good red sealing-wax, as recommended by Ranvier.f 

♦ For this purpose the translator pref ers blotting-paper, folded into 
Strips of moderate thickness. One of these is bent upon itself trans- 
Tersely ; when an edge of the fold is slightly moistened with water or 
alcohol, and passed with firm pressure about the edges of the cover. 

f Frey speaks in the highest terms of the Brunswick black used by 
Bouigogne, of Paris, the composition of which is unknown to him. 
It dries quite rapidly, and one coating su£Bces. The so-called mask 
lac dries very rapidly, and was recommended by Schacht as a cement 
for wet preparations, and also as a coating for specimens mounted in 
Canada baisam or copal. The variety of lac used by him is desig- 
nated as ** No. 3" at Beseler's lac manufactory in Berlin (Schützen 
Strasse, No. 66), and Frey regards it as being only second to Bour- 
gogne'tttBCnt. He says : " When concentrated, it forms an excel- 
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Instead of glycerine, EUeb's glycerine-gelatine mixture 
(see " Imbedding "), which becomes fluid when sUghtly 
warmed, may be used f or mounting. Or gum-arabic may 
be added to the glycerine, so that the mounting fluid 
gradually hardens at the edges of the covering glass. 

Farrant's mixture, consisting of equal parts of glycer- 
ine, gum-arabic, and a saturated Solution of arsenious acid, 
is worthy of commendation. It is to be used in the same 
manner as Canada baisam. For most cases, simply the 
mucilago acacia suffices, which, drying at the edges, per- 
manently flxes and preserves the inclosed specimen. 

Preparations which have been rendered transparent in 
oil of cloves, etc., are mounted in Canada baisam, as 
already stated. Here, too, a further cementing of the 
edges is superfluous. 



V.— OBSERVATION OF LIVING TISSUES. 

CiRCULATION, InFLAMMATION. 

The study of pathological processes in living tissues 
with the aid of the microscope, is practicable only to a 
very limited degree in members of the human race. 

lent enclosure for four-comered covering glasses ; when diluted with 
absolute alcohol, it is also serviceable for round covers, with the use 
of the tum-table. It is of a deeper, purer black than Bourgogne's 
cement, which has a more brownish-black appearance.*' — S. Y. H. 
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Hüter's instniment for observing the circulation in the 
mucous membrane of the cheek, and similar regions, af- 
fords only very imperfect results. In the case of warm- 
blooded animals, too, the difficulties are very considerable, 
though, it is true, they have been surmounted. Stricker 
and Thoma have constructed very complicated appa- 
ratuses, which enable one to observe for hours the circula- 
tion, its pathological disturbances, and the phenomena of 
inflammation in mammals. For this purpose artificial 
respiration must be instituted, in order to prevent the 
death otherwise consequent upon the action of curare. 
Moreover, the transparent structures, which are exposed 
to be examined und er the microscope, — generally the 
mesentery, — ^must be constantly maintained at the tem- 
perature of the body. All these efforts, however, have 
so far resulted in very little ; our knowledge has been 
only very slightly advanced by laborious observations on 
warm-blooded animals. On the contrary, those phenom- 
ena with which we are already acquainted, were, in the 
first place, observed on a cold-blooded animal — the 
frog, — and chiefly by Cohnheim. Because of the great 
importance of these observations, we shall give a brief 
description of the very simple methods which are to be 
followed in making them. 

In Order to observe the circulation of the blood and its 
disturbances in the frog, it is well to abolish the voluntary 




Digitized by 



Google 



OBSERVATION OF LIVING TISSUES. I49 

motions of the animal with curare. If a granule of this 
dnig, from 0.5-1.0 ram. in diameter, be placed under the 
skin of a large frog, the animal becomes motionless in 
about half an hour ; while the vegetative, or organic, pro- 
cesses continue. The small amount of oxygen necessary 
can be supplied for days through the cutaneous respira- 
tion alone. 

For the study of the circulation, one of the first three 
of the following localities in particular may be 
selected : 

I. — The Web. 

The use of the web has this advantage : it renders 
mutilation unnecessary for the observance of the vital 
processes, the Separation and fixation of two toes suf- 
ficing. This anatomical stnicture is, consequently, very 
useful for many observations ; but it is inferior tö the 
other objects, about to be mentioned, in point of trans- 
parency. The pigment cells, too, even in the case of 
specially selected animals, are disturbing factors, as well as 
the marked contours of the stratified epithelial cells. 
Moreover, inflammatory processes proper occur only to a 
limited degree in the tense tissues. By means of the 
various irritants, either disturbances of circulation alone, 
— contraction and dilatation of vessels, — or necroses are 
produced ; inflammatory swellings do not, as a rule, 
ensue. 
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2. — The Tongue. 

The tongue is drawn out of the mouth and stretched 
over a cork ring, to which it is fixed with fine insect- 
needles, or porcupine quills, which are then cut off close 
to the object. Without further preparation, the tongue is 
genprally insufficiently transparent to admit the use of 
strong objectives ; and, for this reason, a small piece is 
removed from the upper (in reality the lower, as the frog 
lies on its back) surface with a pair of fine scissors, as 
much care as is possible being taken to prevent hemor- 
rhage, by avoiding the visible blood-vessels. In case 
bleeding should ensue, however, the blood is washed 
away with a weak Solution of salt. When the field is 
clear, the cover-glass is put in place, any drying is pre- 
vented by allowing the chloride-of-sodium Solution to 
trickle over the exposed surfaces, while the remainder of 
the frog is enveloped in moist blotting-paper. 

The frog, together with the ring supportin g the tongue, 
lies upon a glass plate, which is now placed under the 
microscope. Observations may then be begun, and may 
be continued, if desired, for hours, and even days. The 
tension of the tongue should not be so great as to pro- 
duce vascular engorgement. 

Such an object is wholly adapted to the use of power- 
ful objectives. 

The migration of the white and red blood-corpuscles 
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is well shown, — the wound acting as an inflammatory 
irritant. 

3. — The Mesentery. 

Large male frogs, recognizable from the glandulär 
protuberances on their thumbs, are selected, in order to 
avoid being inconvenienced by the oviducts and ovaries. 
The skin of the lower half of the body is incised in the 
axillary line, any bleeding which may ensue soon ceasing ; 
when the incision is completed, and the abdominal cavity 
opened to the extent of ten to twenty mm. With a pair of 
blunt forceps a loop of the small intestine is now carefully 
extracted ; when it is stretched over a cork ring, and 
fastened just as in the case of the tongue. Too much 
tension should be avoided, as likely to produce engorge- 
ment. The mesentery is now covered with a fragment 
of covering-glass, and forms a splendid object for exam- 
ination with high powers. A Solution of sodium chloride 
is employed to prevent the mesentery from drying ; while 
the frog is protected by an envelope of blotting-paper, or 
other bibulous material, which is moistened with water. 
Here, too, the cork ring is not cemented to the glass 
plate, as it is much more convenient to have it loose and 
movable. The greater the care taken in the preparation 
of the object, the more all tension, or other mechanical 
insult, has been avoided, so much greater becomes the 
interval ere the exquisite phenomena of inflammation — 
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US to diagnosticate a diseased condition, which before was 
veiled in obscurity, or \yrongly interpreted. This procedure 
is attended with f ew technical difficulties. In the first place 
a small drop of the fluid is deposited on the slide by means 
of a glass rod, and covered with a covering-glass. 

The drop should not be so large as to rise over the 
edge of the cover, nor so high as to permit the free 
flotation of the same — points which are seif- evident. 

The task before us is the examination of the morphotic 
elements contained in the fluid. 

In very many cases these are evident to the naked eye, 
whether it be in the guise of a diffuse, cloudy opacity, 
coarser flecks, or granulär precipitates ; and one will natu- 
rally first subject such objects to a microscopical examin- 
ation, by collecting them with a smali spoon, or a pair of 
forceps, and employing objectives of gradually increasing 
power. The first point^ then, is always an accurate 
macroscopical inspection of the substance to be examined^ and 
this by transmitted as well as by reflected lighty — a rule 
which, self-evident as it appears, is lost sight of all too 
often by the beginner. 

In case formed elements are present only in very small 
numbers, that layer of fluid is examined in which they are 
to be found in the greatest abundance. This is generally 
the lower or sedimentary Stratum ; as, in the majority of 
cases, the formed elements are of a higher specific gravity 
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than the suspending fluid, the fatty matters alone floating 
on the surface. Filtering the fluid and coUecting the 
material thus separated is not to be commended ; as, in 
this way, impurities cannot with certainty be avoided. 
In other fluids, again, the morphotic Clements are so 
abundant, that a layer of extreme tenuity must be em- 
ployed, lest the eiements lie in several superimposed 
strata, and mutually conceal each other. 

in case the fluids are very thick and pulpy, it becomes 
necessary to dilute them before the examination is 
possible ; and f or this purpose we employ serum, or, more 
usually, a 0.75-per-cent. Solution of sodium chloride. 

SusPENDED Elements : Their Vital Qualities — 
Amceboid Movements. 

Except in the last instance, then, we find the eiements in 
their natural menstruum, and may rely upon viewing them 
in the most unaltered condition possible, provided all 
prejudicial influences are avoided. And, particularly when 
studying the vital phenomena of eiements suspended in a 
fluid, various precautionary measures must be observed. 

In the first place, the pressure of the cover-glass comes 
into consideration. This may become quite considerable, 
and is due not merely to the weight of the glass, but much 
rather to the capillary attraction exerted between the two 
glass surfaces, separated only by a thin layer of fluid. 



Digitized by 



Google 



EXAMINA TION OF FLUIDS. 155 

When necessary, then, the cover-glass is to be sup- 
ported by placing fragments of cover-glass, etc., under- 
neath. 

Furthermore, the evaporation of the fluid must be 
hindered to avoid aUeraüons in its density, This evil 
begins very quickly at the edge of the preparation, and 
progresses more slowly at its centre, the rapidity of the 
process being, naturally, inversely proportional to the 
depth of the fluid and the distance from the edge of the 
cover-glass. The evaporation can be reduced to a mini- 
mum by covering the object with a sort of damp Chamber, 
A glass cylinder of considerable diameter and about two 
to three cm. in height — a section of a lamp-chimney might 
answer, — is lined with thick layers of wet, bibulous paper, 
and placed over the preparation, which lies on a wide slide. 
Its Upper end is nearly closed by the tube of the 
microscope. 

Still better is it to examine a hanging drop of the 
fluid ; and this may be effected by employing slides 
having cells from one to two mm. in depth. These may be 
easily prepared by cementing rings or strips, made of glass 
or block-tin, to a slide ; or the so-called hoUowed glass 
slides may be used. If the edge of the cell be covered 
with oil, and a small drop of the fluid which is to be ex- 
amined be placed in the centre of the lower surface of the 
cover-glass, an air-tight, sealed apartment is easily formed. 
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within which further evaporation does not take place. 
It is in this way that we study the movements of the 
bacteria which may be present in a fluid. If we arrange 
two tubes so that they communicate with this hollow 
Space, we are enabled to observe, microscopically, the 
action of gases upon the Clements contained in the sus- 
pended drop (gas-chamber, or gas-slide). 

In this manner are to be observed the so-called 
amoeboid movements of protoplasm, the processes of seg- 
mentation in living cells, etc. ; though, naturally, all 
currents are to be avoided in the fluid, lest rotation of the 
elements should produce apparent changes in their form. 
The white cells of the blood and lymph, pus and mucus 
corpuscles, many of the cells met with in exudates, as well 
as those of tumors, afford material for these most inter- 
esting and captivating studies. In conducting such Ob- 
servation s one must always proceed critically, and with 
the greatest care, — exercising, above all things, great 
patience. The movements are almost always very slow 
at best, even when the warmable stage is employed. 

Of these stages, Stricker's model is to be recommended. 

The Form of the Elements. 

For the most part, however, we deal with elements of a 
fixed form ; and it devolves upon us simply to study this 
accurately. To do this, it of course becomes requisite 
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that we should view the said Clements from all sides ; for 
it is clear, that a circular figure, for example, as seen in 
the microscope, may pertain to a disk, as well as to a 
sphere, cylinder, or cone. So, too, an ellipsoid, an oval, 
or a still more irregularly shaped body, can, under some 
circumstances, figure in the field of the microscope as a 
circle. Here we are aided, in the first place, by the fine 
adjustment, which enablcs us to view the contour of any 
object in various planes, and thus to gain an idea of its 
real form. Again, we are assisted by exciting passive 
movements of the object, causing it to revolve about its 
various axes ; and this is accomplished in the simplest 
manner by causing a current in the investing fluid, either 
by placing a piece of blotting-paper at the edge of the 
cover-glass, or by exerting slight pressure upon the latter 
with the needle. By these manipulations the beginner 
will oftentimes cause the object not only to roll and re- 
volve, but to move quite out of the field. Soon, how- 
ever, he attains the requisite delicacy in the gradation of 
the pressure, etc., and is then enabled to sharply criticise 
the configuration of the Clements from all sides, thus easily 
acquiring a knowledge of their stereometrical formation. 

EXAMINATION OF THE JUICE OF TiSSUES, ETC. 

When examining fresh organs, it is often of great im- 
portance to quickly inspect their Clements, cells, etc., in 
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certain questions. 

The Juice, which is thus obtained, most, in most cases, 
be dilutedy before it is ezamined with the microscope ; 
and, for tbis purpose, a Solution of sodium chloride is 
generally employcd. 

In the case of many soft tissues, the juice, with the 
elements suspended in it, may be sucked up into the 
lumen of a fine glass tube which is forced into the mass. 
E. Neumann employs this method, particularly in the ex- 
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amination of the lymphoid medulla of bone, etc. At all 
events, the elements are thus obtained in their natural 
menstruum. 

The elements of soft tissues may be isolated in a simple 
manner : by gentle teasing with needles. A fragment of 
such a tissue is placed on a slide, with a drop of the Chlo- 
ride of sodium Solution (0.8 per cent.), and is rapidly tom 
into small pieces ; when the fluid becomes fiUed with the 
isolated cellular elements, etc., which are displaced from 
their former position. These elements, as well as the 
tissue-shreds themselves, the latter of which have become 
sufficiently transparent at their edges at least, are then 
examined. 

In the case of fibrous structures, as muscles and nerves, 
the elements are separated in the direction of their length, 
by cautious teasing with the needle. 

EXAMINATION FÜR MiCRO-OrGANISMS. 

In view of the great and constantly increasing import- 
ance, as well as of the peculiarity of the subject, it 
behooves us to consider separately the examination of 
fiuids for the detecHon of microbeSy and particularly of 
bacteria. 

In the first place, it is clear that in such investigations 
every contamination must be rigidly excluded. From 
the time the fluid is obtained, the absolute cleanliness of 
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the Utensils employed must be Jcept in view, Further- 
more, the examination must always be made while the 
fluids are quiie fresh ; as, owing to the universal distribu- 
tion of tlieir germs, micro-organisms may be developed 
in great numbers in the course of a few hours, when ex- 
posed to a suitable teraperature. 

The germs are present on the sides of every vessel, be 
it ever so clean ; on every wiping-cloth, and, though in 
smaller numbers, in the atmosphere, particularly the 
atmosphere of occupied apartments, sick-rooms, labora- 
tories, etc. 

In Order to collect and preserve fluids free from admix- 
ture with the accidental germs of these minute organisms, 
special precautionary measures are necessary, among 
others the heating of all Utensils above 212° F. for some 
time. The assumption of a generatio cßquivoca (spon- 
taneous generation) of bacteria, which has repeatedly ap- 
peared of late years, depended in each instance upon the 
neglect of one of the necessary precäutions. 

Accordingly, we always examine the fluid in a perfectly 
fresh State, /. e. immediately after its evacuation from the 
living body, or from the cadaver ; and, in the latter case, 
we shall also have to consider the possibility of the post- 
mortem origin of the microbes. 

In this connection, a method, for the introduction of 
which we are indebted to R. Koch, is to be highly com- 
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mended. The specimen of fluid is taken up and trans- 
ferred to the slide on a platinum wire, which is cemented 
to a glass rod. The wire may be sterilized very easily and 
surely by heating it to a white heat immediately before 
and after it is used. 

The fluid is first examined in a pure State — i. e, with- 
out the addition of any thing, in which case one is quite 
sure that any organisms which may be found belong really 
to the fluid itself. 

In many instances the organisms are recognized by 
i\\tix lively mavements ; though considerable caution must 
be exercised in this respect, in'asmuch as small bodies, 
suspended in fluids, exhibit almost constantly a dancing, 
and, under some circumstances, a very lively motion. 
This is the molecular motion of Brown. An inadequate 
idea generally obtains of the energy of these movements, 
which are usually caused by evaporation-currents, etc. ; 
and, in order to view the phenomenon for one's seif, a 
drop of water, to which finely pulverized carmine has 
been added, is examined with a lens of high power. The 
rapidity and apparent spontaneity of the passive move- 
ments undergone by the carmine granules, will at first 
cause the greatest surprise. Therefore, before one ven- 
tures to pass judgment upon the "spontaneous move- 
ments " of granules, etc., which he is disposed to regard 
as micro-organisms, he is urgently advised to render him- 
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seif perfectly familiär with these molecular movements of 
Brown. 

Should it be believed, however, that the movements 
which occur in a given case are vital, the truth of the 
assumption should always be further strengthened by 
proving that the motion ceases when conditions inconsist- 
ent with the life of the organisms are introduced ; as, for 
example, heating, or treatment with strong acids and 
alkalies. 

Most of the micro-organisms which interest us — prin- 
cipally the yeast and mould fungi (blastomycetes and 
hyphomycetes), besides the cleft- fungi, or schizomycetes * 
— off er a marked resistance to the action of these reagents. 
The spirochaetse, found in the blood of relapsing-fever 
subjects, are exceptions, however, as they quickly perish 
in all reagents, even in distilled water. This resisting 
power of the microbes can be utilized in their diagnosti- 
cation, inasmuch as protoplasmic bodies, for example, are 
dissolved by strong acids and alkalies, while the bacteria 
remain unchanged. 

Particularly when the latter lie in masses, or so-called 
colonies— the zoögloea form of bacteria, — they are often 
made all the more evident after treatment with strong 
acetic acid or liquor potassae ; from the fact that the cel- 

* Bacteria form a subdivision of NägelVs Schizomycetes ^ or cleft- 
fungi. 
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lular elements, and other granulär masses, which may 
have concealed the colonies before, are rendered com- 
pletely transparent. 

Their arrangement, too, in rows, or the characteristic 
form of the individual organisms, as rods, ovals, etc., often 
renders the recognition of micro-organisms possible with- 
out f urther diflSculty. Nevertheless, one should endeavor 
to avoid errors, Small unorganized precipitates may 
appear like micrococci, fine crystals like bacilli ; even 
very minute fat-granules may lead a thoughtless observer 
into errors. 

Koch's Method of Staining Dried Preparations. 

Under some circumstances it is by no means easy, 
often, indeed, impossible, by simple Observation and the 
ordinary micro-chemical reactions, to arrive at a positive 
conclusion regarding the significance of extremely fine 
granules which may be present in a fluid. For all such 
difl&cult cases, and whenever permanent preparations are 
to be made, the drying and staining methody for which we 
are essentially indebted to R. Koch and P. Ehrlich, is to 
be employed. 

The method is founded upon the following two facts : 
I. When a thin layer of fluid is rapidly dried, the forms 
of the cellular elements and bacteria contained in it re- 
main essentially unaltered. 



Digitized by 



Google 



164 MICROSCOPICAL TECHNOLOGY, 

2. The bacteria are characterized by a great afl&nity 
for the basic aniline dyes, and may in this manner be dis- 
tinguished from other granulär structures, etc. 

Nevertheless, it is to be remembered, that not only 
bacteria, but other bodies as well — such as the nuclei of 
cells and fragments of the same, besides certain proto- 
plasraic granules, for example, — exhibit the same afl&nity 
for these coloring matters ; so that in employing this pro- 
cess strict criticism is always demanded in estimating the 
results. Moreover, it is conceivable that forms of bacteria 
exist which do not possess this afl&nity. All the varieties 
with which we are thus far acquainted exhibit a very 
marked capacity for staining ; some forms, however, — the 
bacilli of tuberculosis, for example, — only under certain 
definite conditions. 

The process is as follows : A small drop of the fluid is 
spread upon the cover-glass (or slide) in the thinnest 
possible layer, either with the aid of a needle or the pla- 
tinum wire ; or by placing a second cover-glass upon the 
first, and then removing it. The beginner is prone to 
commit the error of employing layers of fluid which are 
too thick ; though, in this respect, the extremely thin 
Stratum of blood, which is used in examinations of that 
fluid, affords a proper criterion. The fluid is then dried 
in the air, and exposed for a few minutes to a tempera- 
ture of 120** C. (248° F.). It also suflSces to cautiously 
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pass the glass upon which the fluid has dried through a 
gas flame three times, at about the tempo employed in 
cutting bread (Koch). One soon becomes sußiciently 
practised to heat the object properly. This heating pro- 
cess is particularly necessary in the case of fluids con- 
taining much albumen, its special object being to trans- 
form the albumen into an insoluble modification. But it 
must not be continued longer than f rom five to ten rainutes, 
where bacteria are concerned ; lest the capacity of these 
organisms to receive stains suffers injury. 

The heating accomplished,* the preparation is stained. 

A drop of a strong Solution of gentian-violet, methyl- 
blue, fuchsine, Bismarck-brown, — in short, of any of the 
basic aniline dyes, is poured upon the prepared surface 
of the Cover (or slide), where it is allowed to remain from 
one to several minutes, and is then rinsed off with dis- 
tilled water. A brown, blue, or red cloud is now per- 
ceived upon the glass. 

The examination may follow immediately, a drop of 
distilled water being placed upon the dried and stained 
residuum ; when the cover-glass is laid (fluid down) upon 
a slide. Any water which adheres to the upper surface 

♦ In the case of non-albuminous fluids, heating may be omitted. 
Layers of markedly albuminous fluid, on the other band, when simply 
dried, and subsequenlly treated with staining fluids, are prone to 
swell and partially scale off ; hence, in such cases, one begins by 
heating or coagulating the albuminous bodies. 
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of the Cover may be removed with a glass pipette, by 
sucking or blowing through it. 

After again drying the under surface of the cover-glass, 
which may be most quickly accomplished by blowing 
upon it through a glass tube, the preparation may be last- 
ingly preserved by replacing the water with a drop of a 
Solution of Canada baisam in Chloroform. 

When a longer time (several minutes) is desirable for 
staining, the prepared cover-glass may be exposed to the 
action of the staining fluid in a watch-glass. In such a 
case, other granulär Clements are usually deeply stained 
also ; and, according to Ehrlich, methyl-blue alone offers 
the advantage of not over-staining, even after acting for 
hours. 

In such a preparation the form of the cellular Clements 
isi generally well preserved ; those changes wrought in 
the shape of some by the spreading of the fluid (comet- 
like figures) being easily recognized. The nuclei and 
bacteria are stained with particular intensity, and are 
thus rendered strikingly prominent. 

Lately, P. Ehrlich specially recommends methyl-blue, 
in a moderately concentrated aqueous Solution, for stain- 
ing bacteria in dry preparations, the fluid acting for 
half an hour and longer. The dyes mentioned above, 
however, and particularly the gentian-violet, have afforded 
the author about the same results as the methyl-blue. 
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Every one learning this simple method must come to 
the conclusion, ihat it is undoubtedly the best known for 
demonstrating micro-organisrns in ßuids, (Gram's modifi- 
cation of this method may also be employed. — See p. 98.) 

In examining such preparations with a powerful immer- 
sion lens and open condenser, one instantly recognizes 
the sharply contoured and deeply stained micro-organ- 
isms, from their characteristic forms and groupings ; and 
soon learns to diagnosticate as such, incidental impurities 
or precipitates, and to distinguish them from the bacteria. 
Precipitates are especially troublesome in fluids contain- 
ing mucus, as the contents of joints, for example ; inas- 
much as the mucus likewise receives a stain of moderate 
intensity when these dyes are employed. And yet, only 
a little practice enables one, in this instance also, to in- 
terpret correctly the irregularly formed granular-filament- 
ous masses. 

The color of the bacteria is usually rendered still 
deeper, by treating the stained preparations for a short 
time with a dilute Solution of iodine and the iodide of 
potassium (iodine i.o, potassium iodide 2.07 distilled 
water 300.0); and by subsequent treatment with alcohol 
the nuclei may be decolorized, when an isolated tingeing 
of the bacteria remains (Gram). 

Finally, it remains to be said that, when this method is 
employed, the tubercle bacilli are never stained. In this 
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they distinguish themselves from all other known forras 
of bacteria. Baumgarten has even suggested that this 
negative quality, the fact that they cannot thus be 
stained, be utilized for the rapid detection of tubercular 
bacilli in sputa. 

The Juice of tissues may be examined for bacteria, by 
staining a dried specimen, as in the case of other fluids. 

The platinum wire, after having been heated to incan- 
descence, is passed over a fresh, clean-cut surface of an 
organ ; when an amount of fluid, sufficient for our pur- 
pose, usually adhifes to it. This is then transferred 
directly from the wire to a cover-glass, and is spread 
over the surface of the latter in the manner already de- 
scribed. This procedure may be highly recommended, as 
affording the most convenient and quiekest demonstra- 
tion of the micrococci of pneumonia, for example. 

Should one desire to make original investigations, he 
will naturally not be content with the simple demonstra- 
tion of the micro-organisms, but is obliged to study their 
nature more closely. For this purpose, again, the drying- 
method is very convenient. One can very easily prepare 
fifty or more dried specimens from a single fluid, or a 
Single cross-section of an organ, and may preserve them 
unstained, in a small box, as long as may be desirable. 
In this manner, a large number of approximately identi- 
cal cover-glass preparations are obtained, upon which one 
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is enabled to study the effects of the various chemical 
reagents, dye-stuffs, etc., at bis leisure. 

It is already apparent, that the effects of all the basic 
anüine dyes upon the various forms of bacteria are not 
analogous ; and, so far as is known, the capsulated 
micrococci of pneumonia vary most in this respect. 
However, it may be assumed that further investiga- 
tions will disclose the fact, that other forms of bacteria, 
as well, respond to certain definite, specific raodes of 
treatment. 

I. — Blood. . 

An examination of the blood is, in accordance with 
the principles already cited, easily made. A small drop 
of this fluid — taken either from a considerable amount 
lost through hemorrhage, or from a freshly made needle- 
puncture — is placed on a slide, in a cleanly manner, and 
covered. It is of special import that the Stratum of blood 
should be extremely thin, so that the red blood-corpuscles 
appear in a single layer only. Before making the punc- 
ture, the skin must be carefully cleansed and dried ; and 
the needle should be raised to a white heat immediately 
before it is used. In spite of these precautions, however, 
one must be prepared-to meet with some impurities, if 
only epithelial scales. 

It is best to wipe off, in a cleanly fashion, the first drop 
which appears, and then to approach a cover-glass, so 
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that a small portion of the second drop adberes 10 its 
suiiacc. The cover, with this minutc q>ecimen, -wiiich at 
most should not exceed a small pm-bead in size, is gently 
laid upon a slide, so ihat the blood is distributed in an 
cxtremely thin layer between the two glasses. Wben tbe 
blood' LS tbus spre2Ld over a lai^e snrface, one imme- 
diately discems the brigbt, transparent plasma sarronnd- 
ing tbe discous red blood-corpuscles, and the white ceUs, 
which latter, as is known, are normally few in number. 

Besides these, small granules of irregnlar form are 
found in variable abundance even in normal blood, which 
are spoken of as elementary granules, or disintegration> 
bodies (Zerfallskörper), Their significance is still a dis- 
puted subject It is probable that elements of qoite 
dissimilar importance are concealed among these. The 
small blood-plates (Blutplättchen), recently described by 
Bizzozero, and supposed by this author to have an inti- 
mate bearing upon the coagulation of the blood, have also 
been hitherto regarded as indifferent bodies, produced by 
disintegration processes. Hayem styles them " haemato- 
♦ blasts," that is, elements from which red blood-corpuscles 
arise ; though this view is, in all probability, incorrect 
These small bodies vary greatly in number and size, and 
it is not yet definitely known that they possess any patho- 
logical significance. Lostorfer and Stricker once regarded 
them as characteristic of syphilitic blood, and named 
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them " Syphilis corpuscles " ; but, were this view correct, 
every one would certainly be syphilitic. 

Distilled water, as well as acids and alkalies, causes the 
red blood-globules to swell and lose their color, as we know. 
The haemoglobine is rapidly extracted, so that these cor- 
puscles vanish from view almost completely. To preserve 
them as nearly as possible in their natural condition, 
Solutions of Salt of a definite concentration (0.75-1.0 per 
Cent., etc.), so-called indifferent fluid media, must be em- 
ployed. Chloride of sodium Solutions of greater strength 
likewise preserve the blood-corpuscles, but at the expense 
of their form and size, as they cause them to shrink. 

In pathological examinations of the blood, it is in all 
cases advisable to examine it directly, and without any 
dilution. The changes in the blood, which are oftenest 
met with, are the foUowing : 

a, Diminution of the Number of Red Blood-Corpuscles in 
Anaemia. 

A little practice enables one to recognize the more 
marked alterations of this sort directly, and without the 
aid of a special apparatus, by comparing specimens of 
pathological and of normal blood which have been pre- 
pared in the same way. When accurate determinations 
are to be made, however, a counting apparatus, or hsema- 
tometer, is employed ; and of these, the instrument devised 
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by Thoma,* and constructed by the optician Zeiss, in 
Jena, may be specially commended. Exact directions 
for its use may be found in the paper referred to above. 
While the number of red blood-globules in a cubic milli- 
metre of normal blood is nearly five million, in cases of 
marked ansemia this may sink to 500,000, — yes, to 143,000, 
in a cubic mm. (Quincke). 

It is clear, that such high degrees of ansemia can be 
plainly recognized under the microscope without a formal 
counting of the blood corpuscles.f 

b, Alteration of the Size and Form of the Red Blood 
Corpuscles (Poikilocytosis). Nucleated Red Blood Cor- 
puscles. 

Normally, as is known, all red blood-globules have the 
same characteristic disk-like form, with a depression on 
each side. The centre is thinner, and hence less deeply 
colored than the border. The size, too, of the normal 
red globules varies with in comparatively narrow limits, a 
fact of which one may easily convince himself. In most 

* Lyon und Thoma, über die Methode der Blutkörperzählung, 
Virch, Arch., Bd. 84, S. 131. 

f The haematometer of Hayem and Nachet is comparatively sim- 
ple, and affords quite accurate results. For further particulars con- 
cerning the construction and use of this instrumenta see article by M. 
G. Hayem, Gazette Hebdomadaire^ 1875, p. 291 ; also one by Dr. 
Keyes, of New York, in the Amer, your, of Med, Sciences for 
S. Y. H. 
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cases o£ anaemia, but with especial regularity in the so- 
called essential, pernicious variety, there are, in addition 
to normal blood-globules, numerous irregularly-formed 
and, for the most part, smaller b(^dies containing haemo- . 
globine — the so-called microcytes, Sometimes, also, these 
cells exceed the normal red blood-globules in size — the 
megaloblasts of Ehrlich. 

Nucleated blood-globules^ too, have been found, though 
seldom, in the direct examination of anaemic blood ; and 
Ehrlich has discovered by the study of stained dry speci- 
mens of blood, — prepared by the method already de- 
scribed as Koch's, except that the heating is longer con- 
tinued, — that nucleated blood-globules can, in this 
manner, be demonstrated in all marked ansemiae, 
whether they be traumatic or essential. At the same 
time he determined the diagnostic fact, that in traumatic, 
secondary anaemia, nucleated blood-globules of the size 
of normal red blood-corpuscles are found — normoblasts j 
while the large forms — megaloblasts — are characteristic of 
essential ansemia. 

Of the microcytes and poikilocytes , it remains to be said, 
that they most probably represent altered, or degener- 
ated, red blood-globules. If the blood of a cadaver be 
examined some twenty-four hours post mortem^ analog- 
ous forms are found in abundance. Under some cir- 
cumstances they are said to form in a specimen of 
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blood under the eye of the observer (Vulpian). At all 
events, the blood should be in as fresh a State as possible, 
when it is examined for these bodies. Some forms of 
microcytes, however, are certainly to be regarded as fac- 
titious. 

r. Increase in the Number of White Blood-Corpuscles. — 
Leucocytosis and Leucaemia. — Diverse Granulation of 
Protoplasm. 

In many diseases, and particularly in febrile conditions, 
the white blood-corpuscles are increased in number, both 
absolutely and in proportion to the red (leucocytosis of 
Virchow). 

Normally, the proportion of white to red blood-glob- 
ules is one to three hundred, or even less. In the direct 
examination of the blood, — and in this instance, also, it is 
best to employ the blood in a pure State, — one easily 
leams to estimate the relative increase of the white 
globules with approximate certainty. 

In leucocytosis^ which may be a transitory affection, the 
white corpuscles may be present in the proportion of 
one to fifty, and higher ; while in leuccsmia, which gen- 
erally indicates a lasting and necessarily fatal disease, 
the proportion increases to such an extent in the 
severest cases, that the white globules exceed the red in 
number. At the same time, the actual number of red 
blood-corpuscles is very considerably lessened. For the 
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exact determination of these proportions, a counting ap- 
paratus or haematometer, is necessary. 

The properties of the protoplasmic granules in white 
blood-corpuscles, lately the subject of Ehrlich's investiga- 
tions,* are specially interesting. He dries extremely thin 
layers of blood, and exposes them for some time to a 
temperature of about i2o°C. (248°F.). By exposing such 
preparations to the action of various staining fluids, he 
succeeds in obtaining constant differences in the staining 
of the granules of protoplasm within the leucocytes, 
which are of great physiological, as well as diagnostical, 
value. Ehrlich thus distinguishes between five different 
kinds of granulations, lettered from alpha to epsilon, 

The a granules, also called eosinophilous, are charac- 
terized by a marked affinity for acid coloring agents, as 
eosine. These " eosinophilous " granules are present in 
very few normal white blood-globules of the human 
being ; and their presence, in large numbers, enables one 
to distinguish a beginning leucsemia from an ordinary 
leucocytosis. 

The demonstration of the eosinophilous cells is very 
simple, according to Ehrlich. A specimen of blood, 
dried in a thin layer on a cover-glass or slide, and 

♦ Ehrlich's äccount of the modes of staining employed and their 
results, is contained in several dissertations of his pupils, and a 
number of short, scattered notes, — a most unsatisfactory mode of 
publication. 
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exposed to the action of heat, is stained in a short time 
with a drop of a glycerine-eosine Solution, and then 
washed. It is now examined directly ; or may be again 
dried, and mounted in Canada baisam. If the eosin- 
ophilous cells are present in increased numbers, the fact 
immediately becomes apparent, because of their red tinge. 

d, Other Cellular Elements, Animal Parasites, and Bacteria 
Occurring in the Blood. 

Cells of considerable size, each of which includes 
several red blood-corpuscles in its interior, have been 
found in the blood of typhoid-fever patients (Eichhorst). 
In all probability, these have their origin in the spieen ; 
as we regularly meet with an abundance of similar struc- 
tures, when examining this organ in patients who have 
succumbed to this disease. Fiat cells, too, containing 
fat-drops in large numbers, have often been discovered 
in the blood in cases of acute infectious diseases, and of 
relapsing fever, in particular. These are regarded as 
vascular endothelial cells. 

In severe cases of malarial infection, there are present 
in the blood, cells, containing black pigment in granules 
and masses, as well as. pigment in a free State — mel- 
anaemia. 

Tumor elements, which circulate in the blood and pro- 
voke metastasis in cases of malignant growths, will hardly 
be looked for in the examination of capillary blood, as 
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obtained from a needle-puncture, or a cupping-glass. 
As a general thing, these are characteristic only when of 
considerable dimensions, and, so, unable to pass through 
the capillary lumina. 

Of the animal parasites, the filaria sanguinis and dis- 
toma hcematobium occur in human blood ; but only in 
tropical or sub-tropical regions. 

Thus far, bacteria have been regularly found in the 
blood of the living human being in two diseases only : 
the Bacillus Anthracis (Davaine) in cases of malignant 
pustule (charbon), and the Spirochseta Obermeyeri in re- 
lapsing fever.* A very thin layer of the undiluted blood 
is examined ; or dried preparations are made, heated 
in the manner already described, and colored with gentian- 
violet, or methyl-blue, etc. 

The bacilli of anthrax are slender, motionless rods, 
which resist the action of most reagents. The spirilla of 
relapsing fever, on the other hand, are in lively motion, 
and may easily be destroyed by nearly all indifferent 
fluid media, and even by distilled water. The occurrence 
of the spirilla, as is known, is limited to the febrile stage 
of the disease ; and only seldom are they still present for 
a Short time after the febrile movement abates. But, be- 
cause of their constant presence during the period of 

* Tubercle bacilli have, as yet, been found only in the blood of 
the cadaver by Weichselbaum, the cause of death being general 
miliary luberculosis. 
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fercr, they maj be regardcd as 2 tms l w u i üi y diagncistic 
criteriofi for this disease, It is true, howcr c r , tbat some- 
times, and that too in fairly seirere cascs, fev of tbe 
Organums are present ; and these maj easilj be orerioolxd 
in a hastj exaroination. In such cases, when a diagnosis 
is deemed important, it is advisable to abstract several 
grammes of blood with a cnpping-^ass, and to aDow it to 
coagttlate. The spirilla are wont, ander these circam> 
stances, to gradually collect in the borders of tbe clot, 
often forming large groups of twenty, or more ; and, may 
be, rolled up in a ball-like mass, or bound together 
radiately. Retaining their lively ciliary movements for 
hours — yes, for days, outside of the body and at the 
ordinary temperature of a room ; * they excite, when 
lying in groups, violent current-like movements of the 
surrounding fluid, and thus draw attention to themselves, 
cven when low magnifying powers are used. For their 
more careful inspection, an enlargement of three to four 
hundred diameters is necessary. One can tinge the 
spirilla in dried preparations of the blood very easily, 
with the various basic aniline dyes (gentian-violet, etc.), 
As yet, the life-history of the spirilla is unknown. 
Whether the small corpuscles and double granules, in 
apparent motion, which have been seen in the blood of 

♦ It has cven been asserted, lately, that they miiltiply outside of 
the body (Albrecht). 
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relapsing fever, or other infectious diseases, and some- 
times even in normal blood, and which have been pro- 
nounced " micrococci " or spores, may really be regarded 
as such, still admits o£ doubt. 

At all events, the Statements regarding the occurrence 
of micro-organisms in normal blood are by no means 
trustworthy. So, too, most of the Communications con- 
cerning the finding of so-called micrococci, monads, and 
bacilli in the blood of patients suffering from various in- 
fectious diseases, — such as diphtheria, hospital gangrene, 
erysipelas, etc., — as well as in intermittent fever, are not 
sufficiently authentic. Even in pygemia, and ulcerative 
endocarditis, an examination of the blood during life usu- 
ally discloses no organisms ; while, in these diseases, the 
capillaries are found, post mortem^ choked in many places 
with micrococci. In such cases it is permissible to think 
that the organisms gained entrance into the blood in 
batches, perhaps only a few at a time, but only to be 
quickly arrested in their course by the capillaries ; where, 
under some circumstances, they might multiply rapidly. 

It remains to say, that it is uncertain that micro-organ- 
isms have ever, thus far, been found in human white blood- 
globules, though often enough in pus corpuscles, etc. ; and 
yet the former cells are wont to take up other finely granu- 
lär masses with avidity. 

Perchance the future will witness futher disclosures in 
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this direction. It is quite possible that important struc- 
tures are sometimes represented by what we have hitherto 
been forced to designate indiscriminately as " disintegra- 
tion corpuscles " (Zerfallskörperchen) ; and that we shall 
some day learn to distinguish between these. 

e, Examination of Blood Stains. — Haemine Crystals. — 
Haematoidine. 

Blood which has dried upon wood, linen, metallic In- 
struments, etc., often becomes the object of medico-legal 
investigation. By softening such stains with suitable 
fluids — such as an o.8-per-cent. Solution of sodium 
Chloride, or a 33-per-cent. Solution of liquor potassae, — 
blood corpuscles are very often obtained, the form and 
size of which may frequently be fairly well preserved. 

Now, inasmuch as we know that human blood, and that 
of mammals in general, is characterized by the circular 
form of the red globules, while, in the case of the other 
vertebrates, these have an oval shape, it is usually possible 
to decide positively whether a given blood-stain is of mam- 
malian (including man) origin or not. But our art goes 
no further. It is impossible for us to diagnose human 
blood-globules with certainty. It is true that most mam- 
mals have somewhat smaller red blood-globules than 
man, those of the sheep and goat being on an average 
little more than half as large ; but, on the other hand, 
some animals — the dog, for example — bear a striking 
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resemblance to the human being in this respect. At 
all events, in passing judgment upon blood-stains, it is 
well, in any given case, to limit one's seif lo the State- 
ment that they are, or are not, of mammalian origin. 

The size of the red globules does not afford a cer- 
tain criterion in the determination of their origin ; for, 
not only does this vary in each kind of blood, but, in the 
case of blood-stains, differences in the mode of drying 
and subsequent moistening, in the age of the stains, etc., 
introduce new eleraents of uncertainty as to their exact 
original dimensions. 

The so-called hcemine crystals of Teichmann^ muriate of 
haematine, are also found in dry blood-stains, and are pro- 
duced as follows : A small amount of the dried blood — a 
thread impregnated with it, for example — is placed upon 
a slide, and to it are added a few drops of glacial acetic 
acid, together with a granule of sodium chloride. The 
slide is then gradually heated tili ebullition begins. Ob- 
served now through the microscope, a large number of 
dark-brown, rhombic crystals are seen to form around the 
fibre, which are completely insoluble in water and ex- 
quisitely doubly refracting. This test affords positive 
results even in the case of old blood-stains, and, as may 
be perceived, is of universal applicability. It is often 
necessary to first extract the doubtful stain with water ; 
when, after evaporation, the extractive may be treated in 
the above-described manner. 
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Besides these artificial products, crystals of hcBmatoidifu^ 
also rhombic in form, are found in old blood-extravasa- 
tions, in the corpora lutea of the ovaries, etc., which are 
partly free, partly included in cells. They are of a lively 
ruby, or orange-red color, contain no iron, are soluble in 
Chloroform, and possess the greatest resemblance to 
bilirubine ; indeed, by many the two are regarded as 
identical. 

According to our present knowledge, crystals of haemo- 
globine do not occur in man when in a normal State, but 
they are found in abundance in the post-partum Uterus of 
the Guinea-pig, among others. They can be produced in a 
variety of ways, however ; as, for example, by the action 
of a concentrated Solution of pyrogallic acid upon blood, 
which has previously been diluted with distilled water.* 
2. — The Sputum. 

The microscopical examination of the Sputum is of 
great diagnostical value, and, therefore, very frequently 
undertaken. Its technology is very simple. 

* Solutions of hsemoglobirie exhibit a well-marked and peculiar 
spectrum^ which is characterized by two absorption bands between 
the lincs " D" and *' E," — the one in the yellow, the other at the 
commencement of ihe green. Hence the spectroscope enables us to 
detect the presence of blood in fluids, even after the red globules have 
been dissolved, and the coloring matter reduced to'a fluid condition ; 
while the aid of the microscope must be invoked to show whetherthe 
blood is that of a bird, reptile, or fish, or whether it may be of human 
origin.— S. Y. H. 
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In the first place, however, this secretion, which always 
represents a mixture of various substances of diverse 
origin, is inspected macroscapically ; and, inasmuch as the 
elastic fibres, which are the special objects of our search, 
are mostly found in opaque white or grayish masses, these 
latter are carefully looked for, our quest being facilitated 
by pouring out the Sputum in a thin layer upon a biack 
porcelain plate. These elastic fibres, or shreds of elastic 
tissue, are to be regarded as tissue from the walls of pul- 
monary cavities. The so-called " asthma crystals " of 
Leyden, also, generally lie in the interior of greenish- 
white masses about the size of a millet-seed, which can be 
distinguished with the naked eye in the otherwise clear 
Sputum. So, too, when there is reason to suspect the 
presence of echinococci, or other uncommon objects, — 
in Short, in every case — an accurate macroscopical exami- 
nation should lead the way. A neglect of this rule often 
enough results in faiiure and negative results. 

Microscopical preparations are next made from all 
these various parts, which frequently lie in superimposed 
strata. A portion of the Sputum is transferred to a slide 
with a glass rod, a spatula and needle, or, in case the 
secretion is very dense and tough, with forceps and scis- 
sors, after which the cover-glass is adjusted. An indif- 
ferent fluid is rarely necessary for diluting such specimens ; 
but, if so, use is made of the chioride-of-sodium solu- 
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tian, or of distilled water. AVhen examining with the 
microscope, odc should first employ a low magnifying 
power, — say fifty to eighty diameters, — exchanging Ihis for 
a higher only when familiär wiih the whole preparation. 
The elastic fibres are iisaally recognizable, to some exten t, 
even with a lens of low power, either directly, or by the 
somewhat darker cnimbling material in which they are 
imbedded ; and, inasmuch as the lower powers expose to 
view a correspondingly larger field, the probability of 
their discovery is enhanced by the use of such lenses.* 
Besides, the low power is not so sensitive to slight varia- 
tions of focal distance, thereby permitting the simulta- 
neous examination of several superimposed st rata in a 
preparation. 

Such parts of the preparation as may require it, are* 
next analyzed more closely with a stronger lens, before the 
microscopical diagnosis is determined upon. 
a, The Oral Fluids. 

In the examination of sputa, substances of the most 
diverse nature are almost invariably encountered. One 
can never expect to obtain the contents of the bronchial 
ramifications in a pure State, for the secretions of the 
mouth, pharynx, and salivary glands, at least, are constant 

♦ Inasmuch as the beginner might accidentally mistake threads of 
lint, etc., for these lung-fibres, it would be well for him to consult an 
experienced observer before committing himself. — S. Y. H. 
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admixtures ; and, accordingly, one must familiarize him- 
self with the microscopical characteristics of all these 
constituent fluids. 

"^oxmdWy, epithelial cellsfrom the mucous membrane ofthe 
mouth and Pharynx, generally in a condition of more orless 
advanced comification, are always present in the oral fluids 
in abundance. These large, flat cells of irregulär form, 
which swell up and form spherical vesicles when acted 
upon by acids er alkalies, one soon leams to recognize. 
They are generally studded with numerous bacteria. In 
catarrhal conditioijs of the mouth and pharynx, living 
cells also appear in the saliva, which put forth Prolonga- 
tion s of various shapes and undergo slight amoeboid 
movements. 

The superficial layers of epithelial cells are also fte- 
quently exfoliated in continuo in oral catarrh ; and, in 
such individuals, the terminal prolongations of the filiform 
papillae, consisting of dense, horny epithelial cells of 
marked coherence, are especially abundant in the coating 
of the tongue. 

Besides these, we find round cells in abundance, mu- 
cous or salivary corpuscles, from the mucous or salivary 
glands, particularly the submaxillary and sublingual, or, 
to a less extent, from the deeper layers of the strati- 
fied epithelium. Originally, these were small amceboid 
cells, analogous to the lymph-corpuscles, etc. ; but they 
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undergo changes, when exposed to the thin secretion 
of the parotid gland, — swelling up into a spherical 
shape, and disclosing a limiting membrane, which con- 
trasts with the clear contents of the cell. This latter 
substance harbors one or two roundish nuclei, besides a 
large number of fine granules ; and the latter are con- 
stantly undergoing a lively, dancing movement — molccular 
movement in the salivary corpuscles, These granules are 
probably not parasitic organisms, as has been supposed ; 
at least, they are never stained by basic aniline dyes. 
Whether their active motion represents a vital phenome- 
non, somewhat analogous to the protoplasmic currents in 
plant-cells, is not ascertained. 

But besides these, the most various micro-organisms dis- 
poft themselves freely in the fluids of the mouth : long, 
motionless leptothrix filaments, of variable breadth ; 
spherical cocci of different sizes, arrahged often in 
chains, or compact heaps ; and, not infrequently, bacilli, 
too, and elegant forms of spirochastae, which closely 
resemble the spirilla of relapsing fever in their appearance 
and Serpentine movements, though usually their dimen- 
sions greatly exceed those of the latter. The less care 
employed by an individual in cleansing his mouth, the 
greater will be the mass of micro-organisms present in that 
cavity ; though the most painstaking cleanliness never 
insures their complete absence. The bacterial germs, 
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which are always suspended in the air we breathe, find in 
the buccal fluids conditions most favorable to their Sup- 
port and propagation. One species of these microbes 
was regarded as the cause of dental caries, but this view 
is probably incorrect (W. D. Miller). When introduced 
into the circulation of animals, many varieties of the 
schizomycetes found in human saliva act as pathogenical 
factors. 

Of the remaining groups of fungi, the blastomycetes 
(Sprosspilze) are only occasionally present in any con- 
siderable quantity in the oral fluids ; while, on the other , 
band, of the hyphomycetes (Fadenpilze), the thrush para- 
site, oidium albicans^ is f requently met with, and particularly 
in the case of young sucklings, or in adults whose nutrition 
is greatly below par, as, for example, the victims of 
phthisis, etc. This vegetable parasite consists of branched, 
jointed filaments with oval spores, which form a more or 
less dense mycelium between the superficial epithelial 
cells and on the surface itself. 

Besides these structures, there occur all kinds of food- 
remnants, of a vegetable order, in the saliva. Many retain 
microscopical samples of edibles for many hours after 
their enjoyment in the oral cavity, and particularly between 
the teeth, or in carious cavities of the same ; and these 
often enough excite astonishment and perplexity in the 
mind of the beginner who is examining the Sputum. 
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Tbc macous secretion of the nasal carities^ freqaenüy 
mixed with blood, maj also be foand in die spotnm, and, 
furthermore, the Contents of abscesses opening into the 
mouth or pharvni. In this connection, attention most be 
calied to the concretions, ranging from minute particles 
to masses larger than a pea, which form in the tonsülar 
ciypts, and are dae to the calcareoos incrustation of 
masses of retained secretion, These are occasionally ex- 
pelled by the act of coaghing^ etc.; when the patient, and 
frequently too his physician, is greatly disconcerted by 
the putative puhnonary calculi. The diagnosis is easily 
made, however, with the aid of the microscope. 

By the use of dilute hydrochloric acid the Urne is dis- 
solved ; when there remain the large, comified epithelial 
cellSy which form the principal part of the mass, and 
which are sometimes arranged in concentric layers, to- 
gether with micro-organisms in prodigious numbers. 

b. Products of the Respiratory Macous Membrane. 

Only after an accurate acquaintance has been formed 
with all these Clements of accidental occurrence in the 
Sputum, can one proceed to the microscopical examination 
of this fluid with advantage. The principal constituent 
of the Sputum is secreted by the inflamed respiratory 
mucous membrane, — a mucous fluid, containing round 
ccUs in greater or less abundance. The secretion of the 
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mucous membrane lining the pharynx and the upper part 
of the larynx, where the epithelium is stratified and of the 
squamous variety, is, moreover, always very rieh in des- 
quamated epithelial cells. On the other hand, an epithelial 
desquamation occurs but seldom throughout the remainder 
of the respiratory tract : the lower portion of the larynx, 
the trachea, and bronchial tubes — i, e, wherever the 
mucous membrane is covered with columnar ciliated 
epithelium. It is rately that one meets with ciliated 
cells, or portions of the same, when examining sputa. 

The glassy, transparent portion of the Sputum is very 
poor in formed elements. The more abundant the latter, 
the more cloudy and opaque becomes this secretion. 
Round cells are most abundant in purulent Sputum ; in 
which case fine granules of fat usually abound in the 
cellular protoplasm, increasing the opacity and producing 
the yellowish tone of the mass. 

In the majority of cases the round cells are already 
lifeless, rigid, and consist of a dark, granulär protoplasm, 
with one or more nuclei. A special parietal layer is 
usually wanting, the edges of the cells having a finely 
serrated appearance, as though corroded. The granula- 
tion of the protoplasm is, for the most part, so marked as 
to conceal the nucleus or nuclei. Acetic acid, however, 
causes most of the protoplasm ic granules to disappear ; 
when the single or multiple nuclei become more apparent. 
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Most of the round ceUs which we find in the Sputum 
are abaiä the size of the white blood-corpusdes^ or slightly 
larger ; indeed, it may well be assumed tfaat a large share 
of these, at least, are emigrated white blood-globules, 
while otbers may come from the mucous glands, or the 
inflamed tissue of the mucous membrane. Besides these, 
however, one not infrequently meets with larger epithelioid 
raund'Cells in the Sputum, which are characterized by a 
Sharp, nearly circular contour, and by a vesicle-like nu- 
cleus ; /. e, the nucleus — seldomer still the two nuclei — ^is 
bounded by a dark, sharply-drawn line, while its interior 
is bright, and contains one or more nucleoli. When 
stained — and this is best effected by treating a dried and 
heated specimen of Sputum with basic aniline dyes, ac- 
cording to Koch's method, — the nuclei of these epitheli- 
oid cells do not take such a deep, and uniformly dark, 
tinge, as do those of the ordinary, small round-cells ; but 
exhibit likewise a darkly stained periphery, and a light 
centre. Some fat-granules, also, are now and then found 
in the protoplasm of these larger cells ; often, too, blaek 
pigmenti in the form of minute granukSy or particles of 
irregulär shape^ — so-called " lung-pigmenty We often find, 
even upon macroscopic inspection of the Sputum, black- 
ish or dark-gray spots and streaks ; and the microscope 
shows US, that the blackish color is produced sdlely by 
the large number of pigment-bearing cells, free pigment 
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being usually present in only small quantities. These 
black granules and particles within the cells are now to 
be regarded as inhaled coal-dust, which has been depos- 
ited upon the mucous surface of the respiratory tract, and 
there retained, to be subsequently taken up by the 
amceboid cells. 

Such pigmented cells are almost never wanting in the 
secretions of the mucous membrane lining the pharynx 
and respiratory tract of individuals, who have ample op- 
portunity to inhale coal-dust ; as those engaged in band- 
ling coal, hard smokers, and others. Yet, every one who 
lives as modern civilization decrees — dwelling, as he does, 
for the most part, in closed and heated rooms, or exposed, 
even when in the open air, to the emanations of smoking 
chimneys, — ^has occasion to introduce finely divided coal- 
dust into his respiratory tract with every inspiration. 
The more mucus there is secreted upon the surface of the 
respiratory passages, the greater will be the amount of 
coal-dust retained ; and, of this, a portion is absorbed by 
the amceboid cells and transferred into the pulmonary 
interstitial tissue and lymphatics, while the balance is 
again expelled with the sputa. 

True pigment, that is, pigment originating in the organ- 
ism itself, likewise occurs in the Sputa, but only very sel- 
dom. It is characterized by its brownish (not black) 
color, and points either to a previous hemorrhage, or to 
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an engorgement of tbe pulmonary venous System, with 
migration of red blood-corpuscles and the subsequent 
pigmentary metamorpbosis of tbe same (brown Indura- 
tion of the lungs). Crystals of haematoidine also appear 
at times. 

In the larger, round epitheliöid cells of tbe Sputum, 
already mentioned, a deposition of homogeneous, dully 
glistening granules sometimes occurs also ; and, bccause 
of a purely external reserablance, these are styled " mye- 
Hne granules." Nothing definite is known regarding 
their nature and significance. 

In the familiär writings of Buhl,* an especial import- 
ance is attached to these larger round-cells of the sputa. 
They are regarded as desquamated epithelial cells from 
the pulmonary alveoli, and their abundant occurrence in 
the expectoration suffices for the diagnosis of desquama- 
tive pneumonia, or incipient phthisis. These views have 
proved untenable ; as large numbers of these cells, crowded 
together in heaps even, and containing granules of ** mye- 
line,*' fat, and pigment, are quite frequently found in the 
morning Sputa of healthy personSy\ as well as in the sputa 
of those suffering from simple bronchial catarrhs. It is 

♦Buhl: '* Lungenentzündung, Schwindsucht, und Tuberculose.* 
München, 187a. 

t Vgl. Guttmann und Schmidt : Zeitschr. f, kUn, Med., Bd. 3. 
Pnnizza: Deutsch. Arch. f, kUn. Med., 188 1. Bizzozero: C^n^ 
**ulbL /, klin. Median, 1881, S. 529. "" 
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also highly uncertain that these should really be regarded 
as desquamated alveolar epithelial cells in all cases. On 
the contrary, it has been rendered probable by many in- 
vestigations, that, under some circumstances, ordinary 
wandering-cells — lymphoid, etc. — may become trans- 
formed into such epithelial-like Clements. 

Among others, cells loaded with fat-granules are some- 
times'found in subacute pneumonic processes ; and, in 
tubercular phthisis, giant-cells also, though these latter 
are a rarity. 

c, Elastic Fibres, Fibrinous Effusions, Asthma Crystals. 

The discovery of elastic fibres in the sputa is, naturally, 
a matter of very great significance, inasmuch as these 
show that a destructive process is going on within the 
lung. As already stated, the elastic fibres are found, for 
the most part, within the opaque masses described. But, 
by the use of strong acetic acid, we often succeed in ren- 
dering these masses quite transparent, even though they 
be of considerable thickness ; when the enclosed elastic 
fibres, which resist, as we know, the action of this acid, 
become beautifully apparent. The tyro sometimes re- 
gards small fragments of cotton-fibre, etc., which likewise 
resist the action of acetic acid, as objects of suspicion. 
Needle-shaped crystals of fatty acids (sebacic, etc.) too, 
which often occur in abundance in the sputa of purulent 



Digitized by 



Google 



194 MICRO SCOPICAL TECHNOLOGY. 

bronchitis, pulmonary gangrene, and similar affections, 
may in their long, tortuous forms give rise to some un- 
certainty ; but, when slightly warmed, these melt, and are 
resolved into small fat-globules. One should make it a 
rule to diagnose elastic fibres as such, only when several 
of these lie together, and show plainly, by their character- 
istic, tortuous appearance, that they formed a portion of 
an alveolar wall. Larger pieces of the pulmonary paren- 
chyma, comprising several alveoli, are occasionally found. 
The larger and the more abundant these (microscopic) 
pulmonary shreds are, the more serious and rapid is the 
work of destruction which is going on. 

It should moreover be observed, that sometimes in 
cases of pulmonary gangrene, elastic fibres can no longer 
be detected in the shreds of tissue which are coughed up, 
and recognized under the microscope as being öf pulmon- 
ary origin ; inasmuch as they are gradually dissolved by 
putrid fluid s. Traube, who first pointed out this fact, 
perceived in it a diagnostic criterion between gangrene 
and abscess of the lungs ; the elastic fibres being longer 
preserved in the contents of an abscess. In the ordinary 
caseation of lung tissue, also, the elastic fibres are lost ; 
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tubes, in acute pneumonia (Remak). Under the micro- 
scope, these dichotomously branched masses of fibrine, 
which may be recognized with the naked eye, exhibit the 
known construction, — a felty mass of fine fibres, which 
swell up and disappear under the action of acetic acid, 
and in whose interstices are stored round-cells in abun- 
dance, and masses of bacteria. 

We have already briefly referred to asthma crysiais. 
These are very sharp-pointed octahedra, which are found 
in large numbers, during the asthmatic seizure, in the 
tough sputal masses previously described ; while, during 
the intervals between the paroxysms, they are usually 
wanting. But they have occasionally been met with in 
the Sputa of persons free from asthma, and, hence, are 
not pathognomonic of this disease. They are quite 
analogous to the crystals which have been found in the 
spermatic fluid, medullary substance of bones, blood — 
particularly in leucaemia, — ^besides various other localities, 
and, according to Schreiner, they consist of the phosphate 
of an organic base. 

d. Bacteria, Bacilli of Tubercle, Micrococci of Pneumonia. 

Bacteria are present in large numbers in the sputum, 
because of the admixture of the oral fluids ; but, besides 
these, there occur forms which come from the respiratory 
apparatus itself, as, for example, in putrid and diphtheritic 
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bronchitis, in purulent bronchial and tracheal catarrhs, 
etc. However, we are not yet able to see our way in the 
maze of differing forms. The reputed *' discoveries " of 
the germs of whooping-cough and measles, of the micro- 
cocci of diphtheria, etc., in the sputa, have never pos- 
sessed the slightest value in the eyes of those best fitted 
to judge ; while the detection of the bacilli of tubercle in 
that fluid (Koch) is of the very highest importance. For, 
through Ehrlich 's method of staining, it has become 
apparent that the specific bacilli are altnost never wanting in 
the expectoration of phthisical patientSy and thaty on the other 
handy their presence affords an absolutely certain indication 
of the existence of tubercular phthisis. The method of 
staining, which proves simultaneously the presence of the 
bacilli and their specific character, is the same as that 
already given for the demonstration of these organisms in 
sections of tubercular tissues. The Sputum, spread in a 
very thin layer over the surface of a cover-glass, is dried, 
heated, and afterwards stained for twenty-four hours with 
a concentrated Solution of gentian-violet, or fuchsine, in 
aniline water ; that is, a saturated, filtered, aqueous Solu- 
tion of aniline. A short time suffices, in case the staining 
is performed at a raised temperature. Decolorization is 
effected by means of strong Solutions of mineral acids ; 
as twenty-per-cent. hydrochloric acid, or, what is best, a 
-per-cent. alcoholic Solution of nitric acid. All the 




Digitized by 



Google 



EXAMINATION OF FLUIDS, igy 

other forms of bacteria (schizomycetes) present in the 
Sputum, together with the mucus, etc., which were originally 
tinged as well as the tubercular bacilli, have now parted 
with their color, and the latter alone appear as small^ 
deeply-stained rods, These specific bacilli are generally 
mel with in the Sputum in a State of lively sporulation, 
the spores appearing as bright spherules which occupy 
the whole width of the bacillus. When several spores are 
present in a bacillus, the latter may appear to be resolved 
into a row of granules. 

In Order to facilitate the focusing of the microscope, 
the remainder of the specimen may subsequently be 
stained by any process which may be preferred ; though, 
as a matter of course, the color selected should contrast 
as much as possible with that of the tubercular bacilli. 
In the majority of cases we find this double-staining un- 
necessary (see p. 102 et se^.), 

SiGNIFICANCE OF THE TuBERCLE-BaCILLI. 

Severe and Light Forms of Pulmonary Phthisis, 

We desire to make some observations concerning the 
diagnostic and prognostic significance attaching to the dis- 
covery of tuber de- bacilli in the Sputum j and, in so doing, 
we cannot avoid a short digression into the field of the 
general pathology of phthisis. 

Pulmonary phthisis is comprised in the domain of tuber- 
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culosis, The Separation of cheesy pneumonia and cheesy 
bronchitis from the strictly tubercular fonn of phthisis, 
as urged by Reinhardt and Virchow, is naturally to be 
supported on the ground of descriptive anatomy ; but 
the complete divorce of these processes must be aban- 
doned, because of the histological conditions which obtain, 
but more especially from an etiological and practical 
Standpoint. A more accurate histological investigation 
disclosed the same elementary construction in cheesy 
pneumonia and bronchitis, as in the so-called genuine 
tubercles. The author definitely proved this in the year 
1873, in his report '^Ueber lokale Tuberculose** (Volk- 
mann's Samml. kl. Vorträge). In every case of phthisis^ 
including the apparently non-tubercular forms^ there are 
always prcsent the characteristiCy submiliaryy non-vascular 
noduleSy containing giant-cellSy etc., which represent the 
Chief type of tubercle, arrived at its complete histological 
development, 

These facts, thitherto unknown, must have greatly 
modified Virchow's theory of the duality of phthisis, 
which was already beset with objections. 

The commonplace Observation of the supervention of 
a tubercular pleuritis during the progress of a, cheesy 
pneumonia, could not thereafter be regarded as the 
invasion of a new disease, as Virchow and his school 
taught ; but rather as the simple extension to the pleura 
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of the same disease-process, which had before existed in 
the lung. 

The simplicity and clearness of this view, when con- 
trasted with the earlier theory, becomes immediately 
apparent, and yet a long time elapsed ere it obtained 
recognition. 

Several years later, Charcot and his school defended 
the " uniti de la phthisie " in a succession of works, 
founded upon the same observations ; while Rindfleisch 
entertained similar views. The subsequent experimental 
investigations of Tappeiner, Cohnheim, Salomonsen, 
and others, based on Villemin's discovery of the inocula- 
bility of tuberculosis, and, particularly, the epoch-mak- 
ing discoveriesof Koch, proved with the greatest certainty, 
that one and the same etiological entity lies at the root of 
phthisis and tuberculosis ; though, naturally, the part 
played by other factors, under some circumstances, is not 
thereby ignored. 

Pulmonary consumption^ therefore^ is now to be indeed re- 
garded as a tuberculosis of the lungSy which^ in the majoriiy 
of caseSy is localized, 

If noWy we discover in the Sputum that parasite^ which 
we know to produce tuberculosis y we are forced to conclude 
that a tubercular process is going on somewhere in the res- 
piratory apparatusy including the mucous membrane of the 
mouth and Pharynx, 
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Shall we further conclude from this that the individual 
in question is a victim of general tuberculosis, and, hence, 
doomed ? No ; that would be a gross error. 

The bacillus of tuberculosis is present not only in those 
cases in which the disease is progressing more or less 
rapidly, and eventually becomes generally disseminated 
in the organism through the medium of the blood- and 
l)rmph-vessels ; but, also, where for years and decades it 
remains localized, and, it may be, finally heals com- 
pletely — i. e. in cases of **local tuberculosis." The, 
human organism deports itself very differently, in this 
respect, from that of Guinea-pigs and rabbits, which 
animals are principally employed in these experiments. 
If a tubercular aflfection occurs anywhere in these 
animals, — in the eyeball, for example, after inoculation 
of the anterior Chamber, — it extends, apparently without 
exception, to the various organs of the animal in the 
course of a few weeks or months, and generally causes 
speedy death. Dogs are not afifected in a similar way ; 
though still fewer data, respecting the effects of such in- 
oculation upon this animal, are available. On the other 
hand^ it is perfectly certain that in man the affection caused 
by the tubercle-bacilü remains in many cases localized and 
relatively benign for years , and may^ eventually ^ heal more or 
less completely, It is true, however, that so long as the 
tubercular proc* ' ^^ere is always danger of its 
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suddenly assuming greater intensity, and exhibiting a 
rapid local or general diffusion without any demonstrable 
cause. In the majority of cases, the human organism 
seems to afford the tubercular bacilli only a moderately 
favorable support ; so that they generally increase very 
sparingly. Should certain, hitherto unknown, conditions 
favor a rapid development of the parasites, the progress 
of the disease is correspondingly accelerated. Unfortu- 
nately, we have not mastered, as yet, these conditions, by 
which the increase of the parasite is, in many cases, re- 
tarded or prevented : should we accomplish this, we 
would immediately possess the key to the therapy of 
tuberculosis. We may indulge in the hope that even this 
high goal is not unattainable ; at all events, the approaches 
are smoothed. 

If, therefore, we discover tubercle-bacilli in a specimen 
of Sputum, we expose a tubercular process, which may 
possibfy become eminently dangerous, by reason of exten- 
sive and rapid local ravages, and from transition to other 
Organs. However, the possibility of a very chronic, 
bland course, and indeed of a eure, is likewise present. 

The recognition of pulmonary tuberculosis will now be 
rendered feasible in many instances, where, formerly, it 
would have been nearly, or quite, impossible to make a 
positive diagnosis. The tubercle-bacilli are present in 
the greatest abundance on the surface of every phtbisical 
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cavity, even of the smallest size ; on ulcerative tubercular 
defects of the bronchi, etc. ; and, because of the sharp 
prominence afforded these by their specific reaction to 
certain staining procedures, they are found more easily 
and quickly in the Sputum than the elastic fibres, which 
alone enabled us formerly to recognize the presence of a 
dcstructive process in the lungs. Accordingly, a careful 
examination of the sputa will enable us to recognize the 
numerous mild cases of phthisis, which run a favorable 
course, and which were generally regarded formerly as 
" suspicious " pulmonary catarrhs, bronchitis, etc., and 
even such cases as cause only the slightest subjective 
annoyance. 

That these are of very common occurrence, one readily 
convinces himself at the post- mortem table. Carefully 
conducted necroscopies show that nearly fifty per cent. 
of all healthy, powerful individuals in adult life, who have 
perished from accident or acute disease, bear the traces 
and remains of destructive phthisical processes in the 
lungs, — either in the form of cheesy masses, of ten incrusted 
with calcareous material ; or, of cavities, bounded by 
hard cicatricial tissue. In many of these cases the disease 
had run a completely latent course, or nearly so ; at all 
events, in the majority no suspicion of a severe pul- 
monary disease had ever been aroused ; and yet, in 
every instance, the tubercular bacilli cöuld at some time 
liav^ been demonstrated in the sputa. 
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That a tubercular pleuritis, or even a fatal tubercular 
meningitis, etc., may suddenly be lighted up from 
phthisis, — it may be of quite limited extent, — which is to 
all appearances healing most favorably, or which has 
thus far pursued quite a latent course, is known by every 
practitioner, and is often enough confirmed by clinical 
and anatomical facts. 

Accordingly^ while the discovery o*/ tubercle-bacilli in ihe 
Sputa should always lead us to make a grave prognosiSy it by 
no means Justißes a positive prediction that the result will 
prove fatal. It is, indeed, known that even extensive 
phthisical ravages in the lungs may come to an end 
under favorable circumstances, and that every incipient 
phthisis need not lead to the destruction of that organ. 
But, at all events, the diagnosis of tubercular disease will 
have a determinative influence upon the patient's regi- 
men, etc. It is altogether probable, therefore, that many 
lives may be preserved by thus recognizing the presence 
of tuberculosis in its early stages ; since the patients 
may be promptly subjected to such influences, climatic 
or otherwise, as experience has shown to operate favora- 
bly in incipient phthisis. 

To what degree the extent of the phthisical process 
may be inferred from the number of tubercular bacilli 
found in the Sputum, further investigations only will 
disclose. 
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On tfu other hand^ ihe cofistant absence of ttibercU-badUi 
front the sputa^ may be regarded as a ceriain sign that the 
destructive processes of tuber cular phthisis are not then going 
on in the lungs. But, if elastic fibres are present in the 
Sputa, while the specific bacilli are wanting, we must con- 
clude that destructive changes of a different nature are 
occurring ; such as the formation of abscesses, the disin- 
tegration of tumors, etc. 

It remains to be said that certain chronic ulcerative 
processes occur in the lungs, which are not of a tubercu- 
lar nature, and in which, accordingly, tubercle-bacilli are 
not found ; but these are extremely rare. Such were the 
observations of Riegel in diabetic \QS\on^ of the lungs. In 
the majority of cases of diabetic phthisis, however, bacilli 
are present in large numbers. The anatomical appear- 
ance of the lungs in this disease, where the bacilli are 
wanting, may very closely resemble ordinary tubercular 
phthisis. 

One can readily perceive, that the examination of the 
Sputum for the bacilli of tubercle should be undertaken 
only when one is armed with the best instruments. It is 
true that the bacilli may be discemed even with the 
weaker objectives, in favorable preparations ; and, should 
they be very numerous, the naked eye may at times 
suffice for their recognition after they have been stained. 
Yet, it would be quite unsatisfactory to employ any save 
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the best immersion lenses in this work ; as it is quite 
possible, according to the repeated experience of the 
author, for the bacilli, which may be present in the 
preparation, to escape notice and be overlooked with the 
weaker Systems — dry objectives, for instance ; while, with 
a suflSciently high power — six hundred diameters at least, — 
they become plainly apparent. At all events, it is impossi- 
ble to say positively that tubercular bacilli are not present, 
except one employs a strong immersion lens of excellent 
quality, preferably homogeneous, and, as a matter of 
course, Abbe's illuminating appafatus. He who fears 
the cost of these expensive accessories, or shrinks from 
the inconvenience attending their use, must not under- 
take examinations for the detection of bacterla (schizo- 
mycetes). 

MiCROCOCCi OF Pneumonia. 

As we know, a peculiar structure, a capsular formation, 
has been found investing the micrococci of acute croupous 
pneumonia, which is plainly perceptible when a dry 
preparation is stained with gentian-violet or fuchsine. 
By this process the capsule takes a fainter stain than the 
coccus proper, though its border is generally well defined. 
Whether this structural peculiarity will aid us often in 
forming a diagnosis, is still a matter of doubt ; though 
several observers have testified with apparent positiveness 
in the affirmative. However, capsulated micrococci 
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§€fiDtüne% occar in tbe spntam eren wben pnenmonia is 
not prcsenty so that caotion most be exerdsed. At all 
crcnU, cohrUss spaas are of ten obsenred about micrococci, 
wbich tigaHj rerj Uttle ; whfle the micrococci of pneu- 
monia poifess capsules i^^^A /«^f ^ stained. 

3.— PüS. 
Puf consists in general of a fluid, the liquor poris 
(Eiterserum), which holds in Suspension small round cells, 
or puS'Corpuscles ; and, in the majority of cases, micro- 
organisms also. 

a, Put-Corpuscles and Fat-Granule Cells. 

The pus-corpuscles are very similar to, if not identical 
with, the white blood-globules, lymph-corpuscles, etc. 
When examined in a fresh State, that is in pus which has 
been secreted only a short ticie previously, they exhibit 
amcoboid movements, and have then the characteristic, 
shining appearance of living protoplasm. In most 
cascs, however, they have already perished, and their 
protoplasm is then coagulated in coarse granules. The 
nuclcus, or nuclei, is usually hidden. One often sees 
very ßne fat-granules scattered through the protoplasm, 
and these are abundant in pus-globules which have 
ftlrcftdy becn lifeless for a considerable time, particularly, 
therefore» in the pus-cells of so-called cold abscesses. 

As a general thing, the pus-^obules are nearly uniform 
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in size, about corresponding to the medium white blood- 
corpuscles. Frequently, however, there are mixed with 
these, larger cells, usually with vesicle-like nuclei. Should 
numerous granules of fat collect in these, the familiär 
fai-granuie ceUs are formed, which, too, are sometimes 
still living, and exhibit amoeboid movements. They ap- 
pear, even under a low power, as dark little heaps in the 
midst of the ordinary pus-cells, exceeding the latter in 
size. Their dark color, when viewed through an ob- 
jective of low power, not infrequently misleads the begin- 
ner to think of pigmentation ; though it is due solely to 
the large number of fat-granules, disposed one above the 
other. The light, which enters from below, passing so 
frequently from the fluid into the fat-granules, and from 
these again into the fluid, or the protoplasmic substance, 
is reflected as from spherical mirrors, and does not enter 
the eye of the observer ; hence the impression of dark- 
ness. On the other hand, these same fat-granule cells 
naturally appear of a bright white color, when we illumi- 
nate them from above, in consequence of the numerous 
reflecting surfaces. If, then, we cut off the light from 
the mirror, the fat-granule cells appear like brilliant white 
spherules in a dark field, provided that the light can 
reach the specimen from above. The high-power ob- 
jectives, however, must usually be approached so closely 
as to shade the preparation completely. 
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However, real pigment-granules, the remains of blood- 
extravasations, are sometimes present in pus, being f or the 
most part included in cells. They are characterized by 
a brownish color. Sometimes höematoidine crystals are 
also present. 

b, Other Ingredients. 

Pus is secreted either from a free surface, as a mucous 
or serous tnembrane, an ulcerous area, etc., or from 
within the tissues ; and, in both cases, it f requently con- 
tains substances derived from its place of origin. Now, 
inasmuch as the source of the purulent discharge is, in 
many cases, unknown, though a point of great moment, it 
becomes clear, that ihese adventitious ingredients of the pus 
assume a high diagnostic valtu, 

Thus, the important question whether an abscess has 
any connection with bone^ \s quite frequently determined 
by an accurate microscopical examination of the pus. 
The irregularly formed fragments of bone, which are 
found in the pus in these cases, often with sinuate resorp- 
tion surfaces, the so-called Howship lacunae, afford 
absolutely certain proof. They are clearly distinguished 
by the marked brightness of their calcareous ground-sub- 
stance, as well as by the characteristic star — or spider- 
shaped bone corpuscles, and may be found even with a 
lens of low power. When necessary, the preparation may 
be cleared with a Solution of caustic potash, this agent 
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causing the pus-cells to disappear. In case the pus 
is not too thicky it may be allowed to stand until a 
Sediment appears, when this is examined with the 
microscope. 

Again, we find constituents of the food, from which we 
conclude that a communication with the alimentary tract 
exists. Or epithelium, elements of tumors, etc., appear, 
which often clear up the diagnosis in a surprising mann er, 
and exercise a direct influence upon the treatment of the 
case. To cite an example : In the pus of a puerperal 
abscess, situated in the neighborhood of the thyroid 
gland, there appeared flat, cornified epidennic cells in 
large numbers, besides an abundance of Cholesterine. A 
suppurating branchial cyst was immediately diagnosed, 
and the sac was extirpated. Echinococci cysts, too, 
which have undergone suppuration, are often recognized 
as such only after a microscopical examination of the 
pus ; in the course of which, either whole scolices, Ihe 
characteristic hooklets, or the lamellated homogeneous 
membranes, have been found. 

c. Schizomycetes and Actinomycetes. 

In the pus of acute abscesses,* micrococci are present 
in great numbers, arranged in chain-like rows for the 
most part, and visible either in the fresh State, without 

* Siehe Ogston, über Abscesse. Arch, /. klin, Chir,, Bd. 25. 
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further preparation, or after the familiär staining process 
has been employed. 

In cases of chronic suppuration, the presence of micro- 
organisms in the pus is inconstant. Naturally, this is 
true only in those instances where the external air does 
not come in contact with the pus ; otherwise, of course, 
saprophytic micro-organisms are always present. 

In tubercular suppurations (peri-articular abscesses and 
suppuration of Joint cavities in arthritis fungosa, scrofu- 
lous and carious abscesses, cheesy suppuration of 
lymphatic glands, etc.), tubercle-bacilli are naturally of 
frequent occurrence, and are always pathognomonic of 
this condition when found ; but they are not present 
as regularly as in pulmonary phthisis. In many genuine 
tubercular abscesses, the bacilli cannot be demonstrated ; 
indeed, according to Schlegtendal {Fortschr, d, Med,^ 
1883, S. 537), this is true of about half the cases. 

Less frequently, other organisms are present in pus, 
apart from those which subsequently develop in a purely 
accidental manner ; as, for example, those micrococci 
which cause the coloration of " blue pus." 

The aciinomyceiesy which were first discovered in man 
by Langenbeck, later by J. Israel, Ponfick, and others ; 
in beeves, by Bollinger,* may be recognized macroscopi- 
cally in the pus, as jelly-like granules of the size of millet- 

* Vgl. Ponfick, die Actinomycose, Berlin, 1882. 
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grains. When the granules are crushed, their peculiar 
structure appears ; staining is superfluous. 

4. — Urine. 
In the microscopical examination of the formed ele- 
ments of urine, there first come into consideration : 

a, Sediments and Crystals. 

The urates^ chiefly the urate of sodium, which are 
normälly held in Solution at the temperature of the body, 
are precipitated, when present in any excess, in the form 
of fine, and often somewhat irregularly formed, granules, 
when the urine cools. The author has quite frequently 
known these to be regarded by inexperienced observers 
as micrococci, and their ,trembling molecular motion as a 
vital phenomenon. A slight warming sufl&ces to redis- 
solve the urates, likewise the addition of acids ; when, in 
the latter instance, the urfc acid separates in the form of 
characteristic crystals, prismatic for the most part, and 
frequently of a brownish color. 

In feverish states of the System, gout, etc., the urate of 
soda is usually markedly increased ; and the Separation of 
the uric acid often occurs spontaneously in the urine, 
some time after its evacuation, /. e, without the addition 
of acids. This was formerly regarded as " acid fermen- 
tation " of the urine, but wrongly so. The acid phos- 
phate of soda is transformed into the basic form by the 
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decomposition of the urate of soda, the uric acid belog 
liberated. Acid fermentation proper of the urine, with 
an increasing acid reaction, occurs only in diabetes 
(Voit and Hofmann). 

Simultaneously with the appearance of the uric acid 
crystals, a Separation of the Oxalate of limcy in the form of 
small, glistening octahedra, often occurs, which, when 
viewed in their shorter diaraeter, appear like square letter- 
envelopes (Briefcouverts). An abnormal abundance of 
Oxalates in the urine, constitutes the condition known as 
"oxaluria." The Oxalate of lime, as is well known, 
forms the principal constituent of-an important class of 
urinary calculi. 

Later, the alkaline or ammomatal fermentation regulariy 
occurs in the urine. The urea is converted into the 
carbonate of ammonium, through the agency of an amor- 
phous ferment, which was first isolated by Musculus. 
This ferment, however, is always produced by bacteria. 
Should these organisms, or their germs, find access to the 
urine in the bladder, — and this is mostly effected through 
the agency of the catheter and other urethral Instruments, 
— the alkaline fermentation may be set up within the 
bladder itself, and particularly so when the urine stagnates 
in that viscus, as in vesical paralysis, etc. 

During the alkaline fermentation the urine becomes 
markedly cloudy, this condition being caused not only by 
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tbe presence of bacteria in swarms, but by the following 
substances : 

1. Ammonio-magnesian phosphate, or triple phosphate, 
— a crystalline deposit, of which the typical form is a 
triangulär prism with bevelled ends (" cofl5n-lid *' crys- 
tals), very characteristic and easily recognized ; acids 
cause their immediate Solution. 

2. Urate of ammonium, in the form of dark spheniles, 
the surface of which is either smooth or spiculate. 

3. Phosphate of lime, which forms an amorphous Sedi- 
ment. 

In pathologicai conditions we find, in addition to the 
substances already mentioned, which occur sometimes in 
enormous quantities, constituting the material known as 
" gravel " (Hamgries), various other crystalline and gran- 
ulär deposits : as cystine, which is made up of regulär 
six-sided tablets of different sizes (cystinuria) ; xanthine 
and allied bodies ; tyrosine^ in the form of very fine 
needles, arranged in tufts, or " sheaf-like " collections, 
the latter often crossing each other and intersecting at 
their constricted central portions, — they are usually of a 
yellowish color, and occur principally in acute yellow 
atrophy of the liver ; phosphate and carbonate of lime, 
gypsum, etc. All these deposits are, as a general thing, 
easily detected by simple micro-chemical reactions, which 
are explained in the chemical manuals. 
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b, Urinary Casts«* 

We have chiefly to distinguish between three kinds 
of casts : the hyaline^ waxy^ and brown, The hyaline 
casts consist of a perfectly transparent substance, very 
delicately contoured ; and hence they may easily be over- 
looked. Sometimes they are loaded with fat-granules, 
and are thus rendered more conspicuous. In breadth 
they often about correspond to the diameter of a red 
blood-corpuscle only, though they usually exceed this. 
We find them in the (albuminous) urine during the most 
varied pathological processes, as well as in cases in which 
neither inflammatory nor other like conditions prevail in 
the kidneys ; in many febrile states ; in ictenis, etc. They 
are accordingly to be regarded as accompaniments of 
every, even the slightest, albuminuria. 

On the other hand, the waxy casts, when found in con- 
siderable numbers, are of no inconsiderable diagnostic 
importance. They are always to be looked upon as sure 
signs of a kidney affection, — whether it be congestion, or a 
nephritis proper. 

The waxy, or colloid, casts are composed of a sub- 
stance having more marked contours, and a somewhat 
glistening appearance, resembling that of molten wax ; or 

* These were discovered in the urine by Henle, whose anatomical 
studies enabled him to recognize them immediately as casts of the 
renal tubules. — Zeitschr, f, rat, Med,^ Bd. i. 
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they are slightly dulled by the presence of granulär mat- 
ter, usually the granulär döbris of a degenerated epithc 
lial lining of a tubule, or of blood-corpuscles. In the 
latter case they have even been distinguished as a partic- 
ular variety, under the name of granulär casts. 

In diameter they vary greatly, reaching 0.05 mm. (-5^ 
of an inch) and over ; while in form they are usually 
perfectly round, with a circular cross-section ; though 
sometimes, and particularly in acute nephritis, possessing 
irregulär eroded borders. Very often these waxy casts 
contain small round cells, or minute drops of fat ; while 
occasionally they are covered with epithelial cells. Indeed, 
there are casts consisting almost wholly of epithelial cells, 
fused together more or less firmly. These are called 
" epithelial " casts. The term " fibrine casts," or ** cylin- 
ders," which was formerly in vogue, has rightly been 
quite abandoned. The substance coniposing the casts is 
essentially different from fibrine, since acetic acid neither 
dissolves it nor causes it to swell ; merely the glistening 
appearance of the casts, their dark contour, and eventu- 
ally their granulär matter, are wont to disappear in this 
medium, whereby they come to resemble the pale, hyaline 
variety. 

The casts are stained a light yellow by iodine ; indeed, 
the waxy variety, in many cases, assumes a color ranging 
from a dark yellow to a reddish brown. 
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We cannot, in the limited space of this work, enter upon 
the controversies concerning the origin of casts, simply 
mentioning the fact that the hyaline variety seems to be a 
direct product of exudation, while the waxy casts might 
be producedy in part at least, from lifeless epithelial cells. 

Riedel * has discovered peculiar slender browrUsh casts 
in the urine of patients suffering from bony fractures, the 
casts being present for a few days after the reception of 
the injury. He asserts, and it is probably true, that these 
are products of the fibrine ferment, which has found en- 
trance into the circulation. In these cases one frequently 
finds in addition, larger or smaller quantities of fat, which 
collect? in the form of minute drops in the uppermost 
strata of the urine. This fat has entered the circulating 
blood at the point of injury, to be later arrested as emboli 
in the renal vessels, and thence gradually eliminated 
with the urine. In renal hemorrhages, also, and in hem- 
orrhagic nephritis, casts often appear which are of a 
brown color, tinged by altered hematine ; Ihough real 
blood-casts, too, are frequently observed. 

€, Mucus- and Pus-Corpusdes. Epithelial Cells. 

Lyraphoid cells, mucus- and pus-corpuscles often occur 
in the urine. They may come from the kidneys, urinary 

* Riedel : über das Verhalten des Urins bei Knochenbrüchen^ Dtschn 
Zeiischr.f, Chir,, Bd. la 
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passages, or from an abscess which bas opened into tbe 
urinary tract. Epitbelial cells, too, are often present, 
wbose place of erigin cannot always be determined with 
certainty. In catarrbal conditions of tbe uretbra, or 
bladder, epitbelial cells are sometimes found inclosing one 
or more lympboid cells. 

Tbese latter were formerly considered to be of endo- 
genous origin, but are now universally regarded as in- 
vaginaied (Volkmann und Steudener)^'that is, as baving 
subsequently made tbeir way into tbe interior of tbe 
epitbelial cells. 

Fat-granule cells occur only rarely in tbe urine ; Leyden 
found tbem in acute nepbritis. 

d, Tumor Components, 

Tbese are not difficult to diagnosticate in tbe urine, 
wben some care is exercised ; tbougb, of course, one 
must first become familiär witb tbe various epitbelial f orms 
wbicb are present in tbe kidneys and urinary passages. 
Tbe multiform vesical epitbelial cells in particular, wbicb 
are frequently of considerable size and provided witb 
several nuclei, bave often been regarded as cancer- 
cells. 

Dipbtberitic, and cbeesy tubercular, masses may also 
occur in tbe urine. They generally come from tbe 
bladder. 
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e, Entozoa. 

These are very seldom present in the urine : echino- 
cocci, filariae — the latter having as yet been found only 
in the tropics, in cases of chyluria, — and the eggs of 
Distoma hcematobium, Many errors of Observation have 
been recorded in this connection. One author, for 
example, described the ova of Stongylus gigas^ which he 
had observed in a specimen of urine. A closer investiga- 
tion disclosed the fact, that he had been deceived by 
granules of lycopodium, which formed an accidental 
impurity in the preparations. 

/. Vegetable Parasites. ' 

The Sarcina urincs has been found in the urine, though 
very seldom. 

As for bacteria and micrococci^ their occurrence in the 
urine should naturally be determined by an examination, 
while the fluid is in an absolutely fresh State. Normal 
urine is always free front such organisms j though, in a f ew 
hours after its evacuation, it may contain them in vast 
numbers. In fresh urine, as was first shown by Traube, 
these micro-organisms occur in the greatest numbers, 
when, after catheterization, ammoniacal fermentation 
of this fluid takes place in the bladder, lighting up a 
cystitis. In these cases we find, besides an abundance of 
triple phosphate, lymphoid cells, etc., — ^vast swarms of 
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bacilli and micrococci, which are deeply stained by the 
basic aniline dyes, and are often massed together in large 
heaps, — the zoöglosa form, The bacteria, whose germs 
have bieen introduced into the bladder by the catheter, 
frequently find their way through the Ureters into the 
pelves of the kidneys and the renal parenchyma proper, 
and are found in the contents of pyelonephritic abscesses 
(Klebs). 

In various infectious diseases, and particularly in 
metastatic suppurations, the organisms pass from the 
blood into the urine, as may assuredly be proved ; though, 
as yet, few reliable clinical studies on this subject have 
become known. 

Those forms of bacteria which supply the ferment 
causing decomposition of the urea, never, so far as ,is 
known, pass from the blood into the renal secretion 
(probably because they are not present in it), but are 
always introduced from without. On the other band, 
they must be present in the alimentary canal ; for the urea 
which enters the intestines (in cases of uraemia) is very 
speedily transformed into the carbonate of ammonium. 

The specific micrococci which are present in the urine 
during gonorrhoeal cystitis, do not decompose the urea. 

In tuberculosis of the kidneys and urinary passages, I 
have in many instances demonstrated the tubercle-bacilli : 
at first on the cadaver only ; but later I have found them 
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repeatedly in the living subject, and have utilized the 
fact in forming a diagnosis. The prognosis, in most 
cases of tubercular disease of the urinary apparatus, is 
very unfavorable. 

5. — Secretions of the Genital Apparatus. 

0. Vaginal Secretion. 

The secretion of the vagina is a fluid containing more 
or less numerous large, imperfectly comified, flat epithe- 
lial cells, besides round cells. The latter vary in size 
from that of the white blood-corpuscles to forms four and 
five times as large. Most of the larger round cells con- 
tain fat-granules in abundance. 

MicrO'Organisms occur in large numbers in the secre- 
tion of this organ ; since all the conditions, requisite for 
an abundant development of injurious and harmless par- 
asites, are afforded here, as well as in the oral cavity. 

Among the innocuous parasites may certainly be reck- 
oned the Trichomonas vaginalis, an infusorium provided 
with flagella and cilia, and capable of rapid motion, 
which was discoyered in the vaginal mucus by Donn^. 

Mould'fungi (Schimmelpilze) also appear on the vaginal 
mucous membrane, particularly during pregnancy ; and, 
if developed in abundance, they form whitish patches, 
and occasion a slight catarrhal inflammation. According 
to Haussmann, this is the Oidium albicans, or thrush-fun- 
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gus ; and, by infection with it, the thnish of new-bom 
children may be produced. The numerous fonns of 
cleft-fungi (schizomycetes) occumng in the vaginal 
secretion, cannot, as yet, be identified with certainty. 

Conceming gonorrhoeal micrococci, see sect. c, Of 
these microbes, also, too little is known to Warrant us in 
founding a diagnosis upon their alleged appearance, in 
doubtful cases. 

h. Uterine Flnids. 

Dysfnenorrhouü Membranes ; DeHdual Shreds ; Diagnosis 
of Uterine Carcinoma, 

Besides the normal plug of mucus in the cervical canal, 
which contains only a few l)rmphoid cells, we find in in- 
flammatory conditions a fluid, and often pus-like, secre- 
tion of the uterine mucous membrane, in which numerous 
columnar cells, for the most part without ciliated bor- 
ders, occur, in addition to lymphoid cells. 

The menstrual fluid consists chiefly of blood ; while the 
lochial secretion contains in addition numerous Clements 
from the remains of the oval membranes, and particu- 
larly from the deepest decidual layer, which post partum 
remains behind in the Uterus. Especially characteristic 
are the epithelial cells lining the deepest portions of the 
uterine follicles, with their bright, almost vacuole-like, 
nucleus. 
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If portions of the placenta have been retained, shreds 
of various sizes are often found in the lochia ; and so 
characteristic is the structure and form of the arbores- 
cent placental (chorionic) tufts^ that they are always im- 
mediately recognized as such. Calcareous incrustation 
of such placental remains often ensues ; and these firm 
concrements are at times expelled from the uterine cav- 
ity. A histological examination of these at once dis- 
closes fheir origin. 

In certain forms of dysmenorrhoea, as is well known, 
membranes are expelled, the process being often accom- 
panied with labor-like pains. An examination of these 
dysmenorrhceal membranes regularly discloses the fact, 
that they represent portions of the uterine mucous mem- 
brane itself. The tubulär glands, and their orifices on 
the inner surface of the exfoliated tissue,may also be 
made out. Formerly, such membranes were generally 
denominated ^^ deciducß menstruales'' ; and the question, 
whether such cases did not really indicate an abortion 
during the early weeks of pregnancy, was discussed. 
Whether this be the case or not, a microscopical exam- 
ination decides ; for the histological structure of the 
decidua of pregnancy — decidua graviditatis^ — that is of 
the uterine mucous membrane as altered by conception, 
is very evidently different, and quite characteristic of 
gestatio!). According to our present knowledge, indeed, 
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The grarid State ajocie, erecs i charsctensnc alieri- 
tioo in the c^eHs. In tbe Terr rrst sr^es et rre-gnincy, 
we find in the swollen nteiiae nzcciis i:ien:brane the 
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These are round or polygonal in shaf«e, and are also 
provided with prolongations. The cells of the decidua 
then maintain this size and form tili the end of preg- 
nancy. Except for the glands, the tissue of the decidua 
resembles, in some measure, many forms of large^celled 
sarcomata. 

In extra-uterine pregnancy, also, a tumefaction of 
the endometrium regularly occurs, as we know ; and 
shreds of this membrane are frequently expelled. Herc, 
too, the characteristic structure of the decidua, the largo 
cells, may always be recognized (Wyder).* 

An examination of membranes extruded from tho 
Uterus, therefore, enables us to diagnose, or to ext lud (% 

* Wyder: Arch. f, Gynäkologit, Bd. 13. 
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pregnancy with certainty. Moericke has shown that the 
above also applies to portions of mucous membrane 
removed from the uterine cavity with the sharp spoon.* 

Carcinoma, Adenoma or Erosion. 

In cases of uterine Carcinoma^ cellular Clements, or 
even larger fragments, and shreds, are often held sus- 
pended in the fluid which is secreted from the ulcerating 
surface, and their microscopical structure tends to con- 
firm the diagnosis. In doubtful cases, however, where 
the question whether it be Carcinoma or benign erosion 
is concemed, the examination of the secretion alone will 
never suffice ; in such instances, small pieces of tissue 
are often excised, upon the histological examination of 
which the diagnosis is to be founded. Because of the 
practical iraportance of this question, we shall here insert 
a few observations concerning it. 

The base of an erosion is made up of granulation- 
tissue, which is usually invested with several laminar 
coatings of epithelial cells. From this epithelial invest- 
ment, hollow, gland-like prolongations, often, too, solid 
columns of epithelial cells^ penetrate the granulation-tissue, 
where they ramify, the branches uniting to form an 
irregulär network. 

As one instantly perceives, this is a structure exactly 

♦Moericke: Zeiischr, /, Cynäk,, Bd. 7. 
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resembling that of Carcinoma, and yet it occurs in quite 
simple, benign erosions. An incautious observer, who, 
from such an appearance of things, declares the case to 
be one of Cancer without further ado, may easily cause 
great distress ; he will perform mutilating and dangerous 
Operations, in cases where a radical extirpation is not in- 
dicated. Before making the serious diagnosis of Cancer, 
therefore, still another point must be considered. The 
exuberant epithelial growth* which penetrates secondarily 
the granülation-tissue, and which, frequently enough, 
becomes completely atypical, is not limited to uterine 
erosions, but appears frequently and in the most various 
localities, as the skin, liver, lungs, etc. It may occur in 
any place where granulation-tissue comes into direct 
connection with epithelial surfaces. The atypical growth 
of epithelium is not in any way altered by the character 
of the original affection, which led to the formation of 
the* granulation-tissue. It is a perfectly benign, harmless 
process, and, from a practical Standpoint, would interest 
US but slightly, were it not for the fact that the structure 
of Cancers, in their early stages especially, bears the 
completest resemblance to these benign, atypical epithe- 
lial proliferations. 

Indeed, from a histological point of view, Cancer has 

*Vgl. C. Friedländer, über Epithelwucherung und Krebs, Strass- 
buig. 1877. 
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been defined as " atypical epithelial proliferation " 
(Waldeyer). However, this definition does not suffice ; 
we must add, as the necessary and most important 
attribute of cancer : ^'' of a malignant character" In this 
we abandon the field of pure histology ; for the " malig- 
nant character " can be directly recognized, neither from 
the cell, nor from the tissue. Nevertheless, a micro- 
scopical examination once more serves our ends ; for 
the malignancy of the process is certain, ifit be found to pur- 
sue its coursCy untratnmelled and destructive^ through different 
tissuesy since a benign neoplasm remains limited to the 
histological formation in which it originated, leaving 
the neighboring structures quite untouched, or simply 
displaced. 

If in the Uterus, for instance, we find that the disease 
is not confined to the mucous membrane, but that it has 
invaded the muscular tissue as well ; if we find the mus- 
cular structures partially replaced by granulation-tissue, 
through which atypical bands of epithelium ramify,* the 
malignancy of the growth becomes evident, and we are 
justified in pronouncing it to be a case of cancer. 

The pieces removed for histological examination must, 
therefore, include a portion, at least, of the muscular 
structure ; and, except it be established that the disease is 

* The stroma of young, cancerous growths is usually granulation- 
tissue. 
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present in this tissue, we are not safe, in the majority of 
cases, in pronouncing it Carcinoma. 

In this matter I stand opposed to C. Rüge,* who pro- 
poses a very simple mode of distinguishing between 
cancerous ulceration and benign erosion. 

Rüge asserts that the epithelial offshoots are solid in 
Carcinoma ; hoUow, or possessed of lumina, in simple 
erosions ; and, in many instances, this is certainly true. 
If, however, he means that this distinction obtains with- 
out excepttofiy and may therefore be employed as a diag- 
nostic, he is completely in error ; for, on the one hand, in 
many cases of genuine malignant Carcinoma, the cellular 
rootlets possess the most beautiful, regulär lumina ; while, 
on the other, solid epithelial offshoots are very frequently 
observed in benign erosions. That this is true, one may 
easily convince himself, particularly by observations on 
the cadaver. Ruge's criterion for the diagnosis of 
Cancer, must accordingly be rejected, as completely- 
untrustworthy. 

The same principles apply to all other organs, as well 
as to the uterus, when this question is to be decided. 
Whenever we discover atypical epithelial neoplasms in 
localities where epithelium previously existed, as in the 
cutis, mucous membranes, all true glands, etc., we shall 
always be furthermore obliged to adduce the special 

* C. Rüge : Berl, klin, Wochenschr,, 1878. 
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proof of malignancy, before making a diagnosis of Can- 
cer. If, however, we find the atypical q)ithelial growths 
elsewkerCy — in the muscular tissue,* bona, or lymphatic 
glands, for instance, — the phagedenic, or metastatic, 
character of the affection is thereby disclosed, and we 
necessarily regard all such as cases of Carcinoma. 

Many authors use the term epitheliama synonymously 
with Cancer; but, in my opinion, this is not to be recom- 
mended. We would retain the word ** epithelioma " as 
a general name for epithelial tumors of all kinds^ the ex- 
pression " Cancer " being applied to such of these as are 
of a malignant nature. The term "adenoma" is best 
employed for benign growths solely. 

As yet, we know nothing at all of the reason why 
Cancers are malignant ; and still, on the ground of 
a thousand-fold experience, we are enabled to make a 
lethal prognosis with great positiveness in every case 
where, in accordance with the principles just enumerated, 
" Cancer " must be diagnosed. If total extirpation of the 
growth is not effected, the patient perishes in a very short 
time, — ^within a few yearä. Only very seldom are there 
exceptions to this empirical rule ; as, for example, cer- 

* In teratoid neoplasms, epithelial structures may be found in the 
midst of other tbsues, though this fact does not bestow upon them 
a malignant character. In uterine myomata, cysts have in rare 
instances been found, which were lined with ciliated epitheliam 
(Babesin, Diesterweg). 
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tain flat forms of Carcinoma cutis (ulcus rodens) occur, 
which may run a very protracted course. 

On the other hand, one is enabled to exclude the pres- 
ence of immediate danger^ when the criteria of malig- 
nancy, as explained above, are wanting. That a Cancer 
may at times develop from what was originally a benign 
growth, is naturally not impossible ; though positive 
danger ensues only when the malignant nature of the 
affection is shown. 

Under some circumstances the diagnosis may become 
diflScult, as when an atypicäl epithelial growth becomes 
associatedy secondarily, with a process which is destruc- 
tive in itself ; for example, with a syphilitic or tubercular 
ulceration. In such cases special caution is enjoined, 
and it is best to first await the effect of an energetic 
local treatment. 

e. Secretion of Gonorrhoea. 

Neisser has found a specific micrococcus in gonor- 
rhceal pus,* which is characterized by its tendency to 
unite in small Clusters, the individual granules being 
relatively at a considerable distance from each other 
They very frequently lie on the surface, and in the 
protoplasm, of the pus-corpuscles. The same micro- 
cocci are present in the secretions of gonorrhoeal con- 

* Neisser : Med, CentralbL, 1879. 
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junctivitis. They are easily stained with basic aniline 
dyes in the usual manner. 

As yet, however, the characteristics of the micrococci 
of gonorrhoea are not known with sufficient nicety. We 
cannot, with certainty, distinguish these microbes, when 
they occur mingled with other micrococci, as in the 
vaginal secretion, for example. 

d, Seminal Fluid and Prostatic Secretion. 

In the seminal fluid are found the characteristic sper- 
matozoa, which aje in lively vibratile motion, when nor- 
mal semen is in a fresh State. When the secretion is in a 
dried condition, as in the seminal stains on linen, etc., the 
spermatozoa may still be demonstrated, as a usual thing, 
by macerating the stain in the chloride-of-sodium Solution. 
In doubtful cases, if one should discover small shining 
bodies resembling the heads of the spermatozoa, and fine 
filaments similar to their tail-like appendages, but no 
complete organisms, he should refrain from giving a 
positive opinion ; inasmuch as small oval and filamentous 
bodies, of a most diverse origin, might easily appear in 
dried stains of any kind. Complete spermatosomata 
alone, possessing head and tail in continuo^ should suffice 
for the positive diagnosis of a seminal stain. 

If the spermatozoa are wanting in the seminal fluid, 
one should distinguish between a temporary and a per- 
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manent azoöspenma (sterilitas masculina). Should sev- 
eral ejaculations follow each other in rapid succession, 
the fluid, according to several observers, becomes quite 
free from spermatozoa, the secretion of the testicles being 
exhausted for the time being. The ejected matter is then 
contributed only by the seminal vesicles, prostate, etc. 

The prostatic fluid is generally mixed with the sperma ; 
though, at times, it is separately evacuated during the act 
of defecation, etc., by the pressure exerted upon the 
prostate gland. Ii> addition to the latninated amyloid 
bodies, this fluid often contains a large number of octa- 
hedral or lanciform crystals, which, like the asthma crys- 
tals in the bronchial secretion, represent the phosphate 
of an organic base — the so-called " Schreiner base." 
For a long time these have been known as spermatic 
crystals ; and Fürbringer * has shown that they are con- 
tributed by the spermatic fluid, and occasion the charac- 
teristic odor of the semen. They may often be demon- 
strated even in the freshly evacuated semen, or prostatic 
fluid, in other cases only after this has stood for some 
time ; though, when ammonium phosphate is added to 
the secretion, the crystals appear in large numbers. 

6. — Contents of Stomach and Intestine. 

For a long time, vomited matter and the alvine dejec- 



* Fürbringer : Zeitschr, /. klin. Med,^ Bd. 3. 
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tions have been submitted to microscopical examination 
and, in many instances, such investigations have yielded 
results of great importance, from a diagnostic and thera- 
peutic point of view. 

a. Food Remnants. 

These are naturally present, in considerable abundance, 
always. Striped muscular fibres are regularly found in 
the faecal evacuations when a meat diel is enjoyed 
(Frerichs). If vegetable food be used, the fseces contain 
cellulose ; though, when digestion is normal, starch is 
either entirely absent, or present only in quite minute 
amounts. A large portion of the starch grains is taken 
up even in the stomach, and they then no longer strike a 
blue color with iodine, but rather a light-yellow. 

The presence of starch, to any considerable extent, in 
the fseces, indicates a pathological condition, which is 
generally accompanied with diarrhoea. 

Among the animal tissues which resist the digestive 
processes, are elastic fibres or bits of elastic tissue, which 
nearly always pass through the intestines unchanged ; 
shreds of tendon or fascia, not sufficiently softened by 
cooking ; homy epidermic tissue ; fragments of large 
arteries, etc. And it is not only those who are mentally 
diseased, or markedly gluttonous individuals, in whose 
evacuations such masses are found, often in large qua.i\- 
tities, but frequently quite rational beings as well. These 
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so-called " intestinal infarctions " at times cause both 
patient and physician considerable anxiety, though an 
examination with the microscope immediately dispels 
this feeling. 

Undigested substances of a vegetable nature, also, are 
often passed ; and Virchow has called attention to the 
frequent occurrenceof the cellular carpellary membranes 
of the orange (Apfelsinenschläuche) in the excrement. 

b. Epithelial Cells, Mucus, Etc. 

Epithelial cells from the mucous surfaces and glands 

of the alimentary canal are very frequently found in the 

Contents of the stomach and intestine, usually, however, 

in a greatly altered State. No special significance at- 

taches itself to such a discovery 

'"' An increased amount of mucus, which usually con- 

"^ tains lymphoid round-cells and mucus-corpuscles, at- 

tests the presence of a gastric or intestinal catarrh. 

t" At times the evacuations contain, in addition to mucus, 

* fibrinous masses, either in the form of membranes, or of 

^* Strands^ whose arborescent ramifications have united to form 

^^ reticular structures. These are to be regarded as the 

'^ ''^- products of a pseudo-membranous inflammation of the 

"^^^^"^ Colon, which, as we know, sometimes pursues a retiform 

i ^^^ course. The evacuation of these masses, which may 

e ^^ assume quite formidable dimensions, is at times accom- 
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panied with severp, labor-like pains. They usually con- 

tain mucous, in addition to fibrine, and, hence, are but 

partially dissolved in acetic acid. Besides these sub- 

stances, only round cells, or their remains, are to be 
found in such fibrinous exudates. 

c. Entozoa. 

Several varieties of these occur in the intestinal canal, 
— many as unimportant parasites ; while others, again, are 
of very dangerous import. The parasites themselves, or 
portions of the same, are found in the alvine discharges ; 
but, when examining the dejections with the microscope, 
the ova^ particularly, are not to be overlooked. Accurate 
descriptions and drawings of these are to be found in 
text-books on pathological anatomy, and in the familiär 
works of Leukart, Braune, and Davaine. 

In the year 1880, Perröncito made the important dis- 
covery that the ** tunnel disease,*' which decimated the 
St. Gothard laborers, is caused by the Anchylomum 
duodenak (or Anguillula intestinalis and Fseudorhabditis 
stercoralis). The peculiar ova of these parasites were 
found in the greatest^ abundance in the stools of the 
patients. In the so-called "miner's anaemia," also, 
which is prevalent in the mines of Hungary, he found 
the same parasites. 

It is altogether likely that a careful examination of.the 
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alvine discharges will serve to throw new light upon 
other, hitherto mysterious, diseases also. 

d. Vegetable Parasites. 

Of these, one of the most interesting is the Sarcina 
ventriculi^ a member of the group of schizomycetes, 
which consists of regulär cubical aggregations of round- 
ish cells, arranged in series of four, or its multiples. It 
has no clinical importance. Micrococci, bacilli, etc., 
occur in the stomach, though usually to no great extent ; 
while the yeast fungus, Cryptococcus cerevisia, is often 
present in abundance. 

In the intestinal contents and fsecal evacuations, the 
yeast plant occurs also ; but particularly micrococci and 
bacilli, large and small, may be found in vast numbers. 
Of the bacilli, certain forms, as the Bacillus subtilis 
(Ferd. Cohn), are distinguished ; though, in this maze 
of micro-organisms, specific pathogenic forms cannot as 
yet be recognized, with the exception of the tubercle- 
bacilli, which respond to a particular staining process. 

Several organic forms, which take a blue color when 
acted upon by iodine, are met with in the intestines. Of 
special interest is the Clostridium butyricum{^X2izmo^^\iy\* 
which is found in abundance in the lower segment of the 

* Prazmowsky : " Untersuchungen über Entwickelungsgeschichte 
und Formenentwickelung einiger Bacterienarten." Leipzig, i88a 
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ileum and in the colon, — not in the upper portions of the 
intestinal canal, — particularly in connection with a vege- 
table diet (Nothnagel).* Üi size these vary, as does the 
yeast fungus ; and their shape also differs. They are 
either rod-like organisms, pointed at one or both ends,.or 
of an elliptical, or more or less fusif orm, appearance ; and 
frequently they are grouped together in chains or heaps. 
By the action of iodinö, these are stained a blue color, 
either wholly or in their central portion only ; while, in 
the latter case, the poles, or even the complete periphery, 
receive but a yellowish stain. They are probably identi- 
cal with the Bacillus amylobacter (Van Tieghem), and 
perhaps represent the ferment which causes the butyric- 
acid fermentation of the intestinal contents. 

Nothnagel has demonstrated still smaller organic forms 
in the faeces, which take a blue color with iodine. 

In cases of tubercular ulceration of the intestines, the 
tubercle-bacilli may very often be found in the contents 
of the gut, and, accordingly, in the faeces. Swarms of 
these specific microbes are regularly present on the 
surface of the ulcers, to aid, later, in the formation of a 
diagnosis, when the excrement is examined (Lichtheim 
und Giacomi, Fortschr, d. Med,, '^^^3, S. 3 und 150). It 
should be remembered, however, that sputa, swallowed 
by phthisical subjects, may likewise account for the 

* Nothnagel : Zeitschr, /. kUn, Mediän,, Bd. 3. 
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appearance of the bacilli in the faeces ; but, in either 
case, their discovery certainly proves that tubercular 
disease exists somewhere in the organism. The other 
bacilli occumng in the intestines are immediately de- 
colorized by the acid treatment ; but certain forms of 
large, round " micrococci " appear in the faeces, which, 
like the tubercle-bacilli, resist the acid treatment and 
retain their color for a long time. Koch regards these 
round bodies as spores, which form exceptions to the 
general rule ; for, as we know, most of the spores of 
bacilli with which we are acquainted cannot be stained. 
However, they can never be confounded with the bacilli 
of tubercle, and thus occasion diagnostic errors, because 
of their spherical shape. 

7. — ExuDATiONs, Contents of Cysts. 

The microscopical examination of exudative fiuids, the 
Contents of cysts, and similar coUections, for diagnostic 
purposes, is very frequently undertaken in these days of 
exploratory punctures and incisions. 

Simple as the technology of such investigations is, — 
confined as they usually are to the direct Observation of 
the sedimentary deposits by the methods already de- 
scribed, or eventually to the staining of the dry prepara- 
tions, — it is, in many cases, exceedingly difficult to 
estimate correctly the diagnostic valu- "^ — '--" we find. 
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Faty in considerable amount, is often present in exu- 
dates, producing in these an opalescent or milky appear- 
ance. At times the fat is suspended in the fluid, as in 
the chyle, in the form of exceedingly minute, irregularly 
shaped, and dully glistening molecules, each of which 
probably represents a particle of oil, or fat, coated over 
with albumen; and hence it is not immediately recognized. 
If acetic acid or an alkali be added, however, these 
albuminous envelopes are dissolved ; and the fatty 
particles run together, forming larger, brightly glistening 
droplets. This so-called Hydrops chylosus always seems to 
occur only when an effusion of chyle into the abdominal 
or thoracic cavity takes place, in consequence either of 
traumatism, or of the damming-up of the chyle in the 
mesenteric vessels or thoracic duct.* In other cases, the 
fat comes from disintegrated fat-granule cells, and is from 
the beginning distinguished as such, by reason of its small, 
shining particles {Hydrops adiposus), This condition is 
observed in chronic inflammation, and carcinomatous 
degeneration, of the serous membranes. 

Besides these, serous effusions also occur, which ex- 
hibit an opalescent or milky opacity, due solely to the 
presence of albuminous granules. 

Red blood'Corpuscles may be found in variable quanti- 

* Vergl. Quincke, über fetthaltige Transsudate, Deutsch, Arch, f, 
klin. Med,, Bd. xvi. 
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ties ; often, too, in an altered State, — decolorized, 
shninken, etc. 

Lymphaid cells are scarcely ever wanting ; only they are 
far less numerous in simple transudates, than in exudates 
of an inflammatory nature. They often exhibit lively 
amoeboid movements ; though in many cases, doubtless, 
they are already dead. Frequently these Clements con- 
tain numerous fat-granules. 

Endothelial cells may be found in the effusions of 
serous cavities, either singly or united together in lami- 
nse. They, too, often contain fat, are frequently 
transformed into spherical bodies, possess one or more 
nuclei, and sometimes, too, contain vacuoles. 

Epithelial cells — columnar, pavement, or spheroidal — 
occur in the contents of cysts, and often serve as clews 
to the real origin of the latter. Ciliated epithelial cells, 
also, are sometimes found, particularly in unilocular 
ovarian cysts, etc. 

Tumor Clements y when mingled with exudates, usually 
sink rapidly to the bottom, and, as a matter of fact, this 
takes place within the body ; hence, if such cavities be 
punctured high up, these structures may be missed alto- 
gether, though present in abundance lower down. 

The carcinomata are most often concerned, the cells of 
which are characterized by their very unequal, and often- 
times large, size, by the magnitude of their nucleL anc' 
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by the diversity of their forms. Vacuoles, also, are very 
frequently present in these Clements. However, the dis- 
covery of single or detached cells does not usually suf- 
fice for the diagnosis of cancer ; and the beginner 
particularly had better suspend judgment, until he finds 
the cells tnassed together in heaps or balls. Quincke 
asserts, that the glycogen reaction can probably be utilized 
in forming a diagnosis, as it often succeeds in the case of 
Cancer cells, while endothelial cells usually seem to con- 
tain no glycogen.* 

Whoever desires to make diagnoses of this kind, must, 
above all things, operate upon the cadaver^ familiarizing 
himself with the formed Clements which occur in the 
various kinds of serous effusions ; otherwise, errors are 
unavoidable. The diversity of form, exhibited by the 
endothelial cells and their offspring in simple subacute 
or chronic inflammations of the serous membranes, is 
often very surprising to the non-connoisseur, and may 
easily lead to a false diagnosis of Cancer. 

The bacteriay which are found in effusions, have as yet 
been studied but little; and it is possible, that a closer in- 
vestigation of these organisms will yield rcsults of diag- 
nostic importance. 

During the pleural and pericardial inflammations ac- 

* Quincke : Ueber Ascites. Deutsches Archiv für klinische Mec^- 
ein., Bd. 30. 
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companying acute Pneumonitis, the capsulated micrococci 
of pneumonia are very often developed in great num- 
bers, and their discovery may be of real Service in Clear- 
ing up perplexing cases. By puncturing the lung 
substance during an attack of acute pneumonia, Günther 
and Leyden have, in two instances, reported the dis- 
covery of micrococci in the alveolar exudates. Günther 
in his case, first observed the occurrence of !* colorless 
envelopes " about these specific micrococci. 

Of animal parasites, the echinococci chiefly come into 
consideration here ; and the chitine hooklets, and lami- 
nated membrane, safford certain microscopical proof of 
their presence. A narrow inspection of the sediment, 
even with the naked eye, often discloses, as small whitish 
points, the scolices, either singly or in groups. 



VIL— EXAMINATION OF THE SOLID STRUC- 
TURES OF THE CADAVER, EXTIRPATED 
TUMORS, ETC. 

The microscopical examination of cadaveric sol- 
ids, of extirpated tumors, etc., is made in accordance 
with the methods already described. The Clements are 
obtained in an isolated State in the Juices, by scraping a 
fresh surface ; or by teasing, if need be after previous 
maceration. For this purpose^ a fresMy-cut 4M£face is 
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always prepared with a perfectly clean knife ; otherwise 
one runs the- risk of being continually disturbed by the 
presence of accidental impurities. 

Sections of the fresh specimen, also, are made with 
the curved scissors, razor, double-knife, or freezing micro- 
tome, and are first examined in a weak chloride-of- 
sodium Solution. Bismarck-brown and the iodine Solu- 
tion, principally, are used to stain these fresh sections. 

Our objects shauld always be first examined in a fresh 
State, since this offers very many advantages. The sub- 
stances exhibit their natural transparency ; and we are 
thus best enabled to trace the relationship existing be- 
tween the histological structures which we find, and 
those differences which are apparent to the naked eye. 
Any fatiy degeneration, which may be present, can be 
thoroughly observed in the fresh specimen only. 

When demonstrative, elegant preparations, suitable for 
staining, are to be made, the freezing micrototne should 
always be employed. In this wajr, and in a very short 
time, we are usually able to obtain completely satisfac- 
tory and faultless sections, which may be examined 
directly in a weak Solution of sodium chloride. Subse- 
quently, the nuclei may be beautifully stained with 
Bismarck-brown ; and, after a short bath in alcohol, the 
section is finally transferred to glycerine, or to oil of 
cloves and Canada baisam. Thus, in urgent cases, sec- 
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tions affording a complete view of the structures may be 
prepared from the fresh organ of a cadaver, or from 
parts removed from the living subject, in the course of a 
few minutes ; indeed, in the latter case, during the Oper- 
ation itself. Under some circumstances, this is very 
advantageous. 

In many instances, however, the examination of the 
fresh preparation does not suffice. Large, and very fine, 
sections of fresh organs are wont to curl upon them- 
selves, and are so very soft and fragile, that sometimes, 
in spite of the greatest care and the expenditure of con- 
siderable time, one does not entirely succeed in placing 
them, intact and well extended, upon the slide. When 
this is the case, the tissues must first be hardened. AI- 
cohol is the agent which is almosi invariably employed for 
this purposCy its effects being simple and easily controUed. 
Only in the case of the nervous System, and occasionally 
of the eyeball, is it necessary to abandon this hardening 
medium in favor of chromic acid and its salts (Müller*s 
fluid). 

// is best to place small pieces of the specimen in a large 
amount of absolute alcohol, when the concentrated fluid 
rapidly permeates the tissues, and, by its immediate 
coagulation of the albuminous substances, effects a 
prompt fixation of the structural elements (Page 34, 
et seq,). 
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When hardened, the preparations are always cut with 
the microtopae (see p. 19, et se^.); since a large number 
of sections, succeeding each other in regulär order, may 
thus be prepared in a short time, to be subsequently 
manipulated as one chooses. These are first examined 
in simple water and glycerine, afiter which the various 
reagents and staining fluids may be employed. 

Oftentimes a single short examination is all that is 
necessary, it being our task merely to rubricate, or name, 
an existing process. Here it suffices to scrutinize a 
preparation, both in a natural State, and after it has been 
tinged with one of the nuclear stains. At other times, 
however, we meet with unsuspected, and often surpris- 
ingly new, structures and combinations ; when it is advis- 
able to make a large number of sections, and preserve 
them in alcohol. New views and new questions fre- 
quently arise, it may be after the lapse of considerable 
time ; and these are verified, or disproved, by subjecting 
our preserved sections to some special treatment, which 
before had not been thought of. 

As to the proper mode of procedure in individual 
cases, and the interpretation of the results for diagnostic 
purposes, and in the interests of pathological science, a 
special consideration of these points would cause us to 
exceed the bounds originally prescribed for this manual. 
For such work, one should possess both clinical knowl- 
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edge, and a caref ul training in pathological anatomy or 
histology, together with great discretion ; and these can 
be obtained only by thorough service in Ihis field. One 
should make it a cardinal nile, never to regard a ^^find'' 
OS pathological until a direct comparison hos been tnade with 
the normal organ, the treatment being the satne in each case, 
The non-observance of this principle, reasonable as it 
sounds, has led science into many great errors, and, in 
practical cases, is often accountable for the grossest 
blunders. 

Oftentimes, too, new facts in normal histology have 
been discoyered in the course of pathological investiga- 
tions. The new finds were at first regarded as having a 
pathological significance ; and the attempt was made to 
construe them as the causes or products of definite dis- 
eases, until they were finally recognized as perfectly 
normal structures which had previously been overlooked. 
This was the case with the " fat-granule cells," for in- 
stance, which are found in the central nervous System of 
more advanced fetuses and new-bom children. These 
were regarded as signs of an encephalitis, until it was 
afterwards shown by Jastrowitz and Flechsig that they 
pertain to the normal development of the white substance, 
representing intermediate links in that process. 

Very frequently, in pathological diifiOKeries, we have 
to do with quantitative deviations f ^ ; as in 
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the proliferation of the nuclei, clouding of the protoplasra 
(which, even in the normal State, exhibits a certain grade 
of opacity), atrophy and diminution in the size of the 
cells. It is quite evident, that, in order to recognize 
gradual changes of this sort, a direct comparison with 
the corresponding normal stfuctures is absolutely neces- 
sary, the treatment of the specimens being precisely 
identical. 

Furthermore, we very often discover things which are 
not really normal, and yet possess almost no pathologi- 
cal value — subnormal finds. Chief among these are the 
many senile degenerative changes, which, as long as they 
do not occur in excess, are well-nigh indifferent. One 
should by all means notice these, without ascribing to 
them too much importance. 

The pathological rank and clinical importance of a disease 
often depend largely upon its extent. The beginner is 
often disposed to attach too great a significance to his 
discoveries. For example, he regards as very extensive, 
an alteration which occupies the entire field of view in 
the microscope. Repeated observations alone can guard 
the tyro from faulty conclusions in this respect ; since it 
is only by examining different parts of the organ, and 
particularly, too, by the systematic use of low powers, I 

that one gradually learns to judge correctly of the quan- ] 

titative spread of the process throughout the organ. If, 
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for example, one finds several contracted glomenili in a 
kidney, he does not at once conclude that all are in that 
condition ; but he first ascertains the relarive percentage 
of altered and normal Malpighian tufts ; whether the af- 
f ection is a diffused one, /. e. extended throughout the 
entire organ, or limited to certain points ; whether, in 
the latter case, the foci are more or less numerous ; and, 
finally, whether the interfocal stnictures have remained 
in a normal condition, or are seemingly somewhat altered. 
If a small portion only of the organ is involved, the affec- 
tion may possess verj' little clinical import, though of 
great intensity in that particular locality. It should be 
remembered, that even the sudden removal of a whole 
kidney, from an otherwise healthy organism, is bome 
without any considerable disturbance. 

On the other hand, an alteration, far less striking, but 
prevalent throughout the entire organ, may be attended 
with consequences very injurious to its function, and, 
consequently, to the whole organism. This is the case 
in glomerulo-nephritis, for example, an affection charac- 
terized by nuclear proliferation in the loops of the 
Malpighian tufts, whereby these are rendered im- 
permeable to blood. Thus the renal circulation is greatly 
impeded, or even reduced to a minimum. The untrained 
observer may very easily overlook this extremely im- 
portant condition completely ; while the attention of the 
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connoisseur is immediately directed to it by the contrasc 
afforded by the bloodless, but at the same time large, 
glomeruli, and the capillaries of the cortex and meduUa, 
which are filled with blood. 

One should always bear in mind the difficulties and 
complications which beset inquiries into the origin of 
these abnormal processes, We see only what has taken 
place, not the process itself ; and a direct conclusion con- 
cerning the latter, cannot be drawn from the former 
without further ado. Since the motility of the cells, the 
migration of the white blood-globules, etc., have become 
known, the greatest possible caution has been exercised 
in this respect, particularly, as these questions are usually 
of no immediate practical interest. Some twenty years 
ago, we supposed ourselves further advanced in this 
matter than we are at the present day. In those days, 
even the beginner was always enjoined, in the case of 
tumors, for example, to first determine their "genesis." 
The purport of this request (taken in its true sense it was 
quite impossible) was, that the transitions of the diseased 
into the normal tissue were to be studied, and, even at 
the present time, investigations of this kind are called for 
in many cases. However, one should not at once 
imagine, that because he has ascertained the transitional 
forms of the disease, he has also arrived at the history of 
its development ; for, in that case, as the repeated ex- 
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perience of the past teaches, the gravest errors would 
result. 

The signs of malignancy in tumors, as well as the 
methods employed wheu searching for bacteria in sec- 
tions, have already been considered. 
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